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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

1.1 Kurzfassung deutsch

Immunsupprimierte Patienten besitzen ein erhdhtes Risiko fir opportunistische Infek-
tionen, die hauptsachlich durch das humane Cytomegalievirus (HCMV) und den
Schimmelpilz Aspergillus fumigatus verursacht werden. Ein besseres Verstandnis
Uber die Pathogenerkennung und der sich anschlielenden Aktivierung des Immun-
systems ist von zentraler Bedeutung, um die Ausbreitung von HCMV und A. fumiga-
tus im Korper besser kontrollieren zu kdnnen.

Aufgrund ihrer Lokalisation in den Geweben unterhalb von Lungenepithelien und des
Gastrointestinaltraktes werden dendritische Zellen (DCs) als diejenigen Zellen be-
trachtet, die wahrend der frihen Phase einer Infektion in Kontakt mit HCMV und A.
fumigatus kommen und eine Aktivierung von angeborenen und adaptiven Abwehr-
mechanismen vermitteln. Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurde die Be-
deutung von humanen DCs bei der Bekampfung von HCMV und A. fumigatus néher
untersucht.

Um mit dem Kklinisch relevanten HCMV Stamm TB40E arbeiten zu kénnen, musste
zuerst ein geeignetes Zellkultursystem zur Anzucht von HCMV etabliert werden. Die
aus Fibroblasten aufgereinigten Viren eigneten sich zur erfolgreichen Infektion von
DCs, was durch verschiedene Farbemethoden nachgewiesen werden konnte. Aus
diesem Grund war es moglich, in Abhangigkeit der Zeit ein Expressionsprofil von
Klasse | Interferonen (IFN-a, IFN-B), ausgesuchten Cytokinen (CXCL10, CXCL11,
Rantes) und den wichtigen Immunrezeptoren Toll-like Rezeptor 3 (TLR3) und dendri-
tic cell-specific ICAM3-grabbing nonintegrin (DC-SIGN) zu erstellen.

Nachdem ein RNA Interferenz (RNAIi) System zur erfolgreichen Transfektion von
DCs mit small interfering RNA (siRNA) etabliert werden konnte, ohne dass dies zu
einer unerwinschten Cytokinantwort fiihrte, gelang es die Expression von TLR3 sig-
nifikant herunterzuregulieren. Stimulationsexperimente mit dem synthetisch herge-
stellten Polymer poly I:C (welches dsRNA von infektiosen Viren ahnelt) identifizierten
TLR3 als den Rezeptor, der die Expression von IFN-B vermittelt. Ferner konnte
nachgewiesen werden, dass TLR9 bei ex vivo generierten DCs keine Funktion be-
sitzt. Eine direkte Aktivierung von TLR3 durch HCMV konnte mittels siRNA nicht

nachgewiesen werden.



Zusammenfassung

Durch den Einsatz von genomweiten Microarray-Analysen konnten eine Vielzahl an
Genen gefunden werden, die nach Co-Kultivierung von DCs und lebenden A. fumiga-
tus Keimschlauchen (KS) differentiell exprimiert waren. Dabei wurde ein breites
Spektrum an Cytokinen (TNF-a, IL-6, IL-10, IL-12), Chemokinen (IL-8, CCL20,
CXCL10), Co-stimulatorischen Molekulen (CD40, CD80, CD83, CD86), Prostaglan-
din Synthese Genen (PTGS2) und Immunrezeptoren (PTX-3, TLR2, TLR4) gefun-
den, deren zeitabhangiges Expressionsprofil mittels qRT-PCR eindeutig bestatigt
wurde. Diese Untersuchungen eréffneten neue Einblicke in die Aktivierung von DCs
nach direkter Kontaktaufnahme mit A. fumigatus.

Als Wachen des Immunsystems mussen DCs Krankheitserreger zu einem friihen
Zeitpunkt der Infektion erkennen. Die Erkennung von Pilzen wird durch die unter-
schiedlichen Rezeptoren vermittelt, die TLRs, C-Typ Lektine und Pentraxine umfas-
sen, wobei ihre Bedeutung fir humane DCs bisher nur unzureichend geklart ist.
Durch den Einsatz von siRNA konnte die Expression von TLR2, TLR4, myeloid diffe-
rentiation primary response gene 88 (MyD88), DC-SIGN, Pentraxin-3 (PTX-3) und
caspase recruitment domain family member 9 (Card-9) signifikant verringert werden.
Fur TLR2, TLR4, PTX-3 und DC-SIGN konnte durch den Einsatz der RNAi aufge-
zeigt werden, dass diese Rezeptoren nicht an der Induktion einer pro-
inflammatorischen Immunantwort von DCs nach Infektion mit A. fumigatus beteiligt
sind. Sowohl die Stimulierung mit den TLR Liganden Zymosan und LPS, als auch mit
A. fumigatus, fihrte zu einer erhéhten Expression von TNF-a und IL-12 (Light Cyc-
ler), die sich in einer vermehrten Cytokinfreisetzung (ELISA) bemerkbar machte. Im
Gegensatz zur TLR4 siRNA Transfektion und LPS-Stimulation war keine Reduktion
der Expression von TNF-a und IL-12 nach TLR2 und TLR4 siRNA Transfektion und
anschlieender Pilzinfektion zu beobachten. Auch der Einsatz von gegen TLRs ge-
richteten Antikdrpern konnte eine mdogliche Signaltransduktion bei DCs nicht unter-
binden.

Anstelle von TLR2 und TLR4 wurde Dectin-1 als DC-Immunrezeptor fur A. fumigatus
KS identifiziert. Mit Hilfe eines spezifischen Antikdrpers gegen Dectin-1 war es mog-
lich, die Freisetzung von TNF-a und IL-12 nach Pilzinfektion zu blockieren. In einem
unabhéngigen Experiment mit sSiRNA wurde Dectin-1 als Rezeptor fur A. fumigatus
bestatigt, der ein Signal zur Expression von pro-inflammatorischen Cytokinen in die
Zelle vermittelt. Wie fortfihrende Experimente mit Candida albicans KS und Zymo-

san gezeigt haben, handelt es sich bei Dectin-1 auf humanen DCs um einen generel-
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len Rezeptor fur Pilze, dessen Funktion nicht nur auf die Erkennung von A. fumigatus
KS beschrankt ist.

Durch Untersuchungen zum Einfluss von Immunsuppressiva (Cyclosporin A, Dexa-
methason, Cortison and Mycophenolat) auf Immuneffektorzellen konnte gezeigt wer-
den, dass Mycophenolat einen Einfluss auf die Sauerstoffradikalbildung von Granu-
lozyten hat. In Ubereinstimmung zu bisherigen Literaturangaben zeigte Mycopheno-
lat einen verstarkenden Effekt auf den durch A. fumigatus induzierten Oxidativen
Burst, und bestatigte somit Mycophenolat als méglichen Risikofaktor fur eine akute
Entztndungsreaktion.

Die durchgefuhrten SNP-Analysen (single nucleotide polymorphism) zur Ermittlung
eines Zusammenhanges mit einem erhdhten Virus- und Pilzinfektionsrisiko fur Pati-
enten nach Stammzelltransplantation erbrachten die Erkenntnis dariber, dass zwei
Marker (rs735240, rs2287886) in DC-SIGN mit einer erhdhten Empfanglichkeit fur
HCMV, und drei Marker (rs1554013, rs3921, rs4257674) in CXCL10 mit einem ver-
grolRerten Riskio fur eine invasive Aspergillose assoziiert waren. Ein Screening von
Patienten auf das Vorhandensein dieser definierten SNPs konnte helfen, die indivi-
duelle Gefahr fir HCMV und A. fumigatus nach nach allogener Stammzelltransplan-
tation abzuschatzen. Ein Vergleich verschiedener Genotypisierungsmethoden stellte
die Vorzluge des Light Cyclers und der matrix-assisted laser desorption ionization
mass spectrometry (MALDI-MS) gegeniber der Sequenzierung bei Verwendung von

geringen Mengen an Patienten-DNA heraus.

1.2 Summary

Patients after allogenic stem cell transplantation (alloSCT) have an increased risk to
suffer from viral and fungal infections, which are mainly caused by the human cy-
tomegalovirus (HCMV) and the mold Aspergillus fumigatus. The understanding of
pathogen recognition and subsequent induction of a pro-inflammatory immune re-
sponse is of primary relevance for understanding the course of infection.

Due to their localization in tissues under lung epithelia and the gastrointestinal tract,
dendritic cells (DCs) are considered to be the first cells coming into close contact with
HCMV and A. fumigatus for the activation of innate and adaptive immune mecha-
nisms. Within the scope of this dissertation, the role of human monocyte-derived DCs

in the abatement of HCMV and A. fumgatus was analyzed.
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In order to work with HCMV, a cell culture system for effective culturing of the clinical
relevant HCMV strain TB40E had to be established first. The viral particles up-
cleaned from lung fibroblasts were used for infection of DCs and successful infection
was approved by different staining methods. For this reason, it was possible to de-
termine a time-dependent expression profile of class | interferons (IFN-a, IFN-B), se-
lected cytokines (CXCL10, CXCL11, Rantes) and immunoreceptors (TLR3, DC-
SIGN).

A RNA interference (RNAI) system for human DCs was established to significantly
knock-down expression of TLR3 without the induction of an unwanted pro-
inflammatory cytokine response. Stimulation experiments with the synthetic polymer
poly I:C (which resembles dsRNA of infectious viruses) identified TLR3 as a receptor
for triggering expression of IFN-B. However, whether there is a direct activation of
TLR3 through dsRNA intermediates, possibly emerging during replication of HCMV,
can not be answered to date definitively, because TLR3 small interfering RNA
(SiRNA) transfection prior to HCMV infection did not result in minor expression of
IFN-8.

Gene expression pattern of DCs after co-cultivation with living A. fumigatus germ
tubes was studied by whole genome microarray analysis and real-time PCR, demon-
strating an upregulation of a broad spectrum of cytokines (TNF-a, IL-6, IL-10, IL-12),
chemokines (IL-8, CCL20, CXCL10), co-stimulatory molecules (CD40, CD80, CDS83,
CD86), prostaglandin synthesis genes (PTGS2), as well as genes involved in fungal
recognition (PTX-3, TLR2, TLR4) and cytoskeleton organization / phagocytosis.

As the sentries of the immune system, DCs must recognize fungi at an early step of
infection. Pathogen detection is mediated by different receptors comprising TLRs, C-
type lectins and Pentraxines (PTX), but only little is known about their relevance for
DCs. Using specific siRNAs, expression of TLR2, TLR4, myeloid differentiation pri-
mary response gene 88 (MyD88), dendritic cell-specific ICAM3-grabbing nonintegrin
(DC-SIGN), Pentraxin-3 (PTX-3) and caspase recruitment domain family member 9
(Card-9) was significantly diminished, respectively. In contrast to control experiments
with TLR4 siRNA and LPS stimulation, A. fumigatus induced expression of pro-
inflammatory cytokines (TNF-a, IL-12) was not reduced when TLR2 and TLR4 ex-
pression was knocked-down by specific sSiRNAs prior to infection. However, using
siRNAs directed against Dectin-1 allowed demonstration of an interaction between

Dectin-1 and A. fumigatus germlings, Candida albicans germ tubes and Zymosan. In
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an independent approach, cytokine secretion could be blocked by anti-Dectin-1 anti-
body treatement prior to fungal exposure. In conclusion, Dectin-1 was identified as an
important fungal receptor on DCs whereas TLR2 and TLR4 seemed to play a negligi-
ble role.

Studies about the influence of immunosuppressive drugs (Cyclosporine A, Dexa-
methasone, Cortisone and Mycophenolate) on immune effector cell functions re-
vealed that Mycophenolate had an influence on the production of reactive oxygen
species (ROS) of human polymorphonuclear neutrophils (PMNSs). In agreement to
previous literature, Mycophenolate showed positive stimulatory effect on the oxidative
burst induced by A. fumigatus germ tubes. These observations underlined the hy-
pothesis, that Mycophenolate represents a possible risk factor for the development of
an acute inflammatory syndrome by stimulating PMNs for release of ROS.

Single nucleotide polymorphisms (SNPs) in various cellular receptor genes are asso-
ciated with the susceptibility to and severity of infectious diseases. In this study, ge-
netic polymorphisms in genes encoding for virus entry receptors have been analyzed
for their association to HCMV reactivation and disease in patients after allogeneic
stem cell transplantation. A comparison of different genotyping methods highlighted
the advantages of the Light Cycler system, the cycle-suequencing and the matrix-
assisted laser desorption ionization mass spectrometry (MALDI-MS) when using
small quantities of patients’ DNA.

Two markers (rs735240, rs2287886) in the promoter region of DC-SIGN were found
to be significantly associated with an increased susceptibility to HCMV. In addition,
three SNPs (rs1554013, rs3921, rs4257674) in CXCL10 elevated the risk for the de-
velopment of invasive aspergillosis. Screening of patients after alloSCT for the pres-
ence of these defined genetic polymorphisms may help to predict the individual risk
to suffer from HCMV and A. fumigatus after alloSCT.
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2 Einleitung

2.1 Das humane Cytomegalievirus (HCMV)

2.1.1 Taxonomie, Pravalenz und Pathogenese

Das humane Cytomegalievirus (HCMV) ist entsprechend der Klassifikation des ,In-
ternationalen Komitees fur Virustaxonomie® (ICTV) ein Mitglied der Familie der Her-
pesviridae (www.virustaxonomyonline.com). Die Herpesviren umfassen mehr als 100
beschriebene Viren mit acht humanpathogenen Vertretern. Diese lassen sich auf-
grund ihrer Pathogenitat, ihres Wirtsspektrums, der Dauer ihres Replikationszyklus,
der Cytopathologie und des Zelltropismus in drei Unterfamilien (a-, B- und vy-
Herpesviridae) einteilen. HCMV, auch humanes Herpesvirus 5 (HHV-5) genannt, ge-
hort zur Gruppe der B-Herpesviren, die sich durch ein enges Wirtsspektrum und ei-
nen langsamen Vermehrungszyklus auszeichnen (Modrow und Falke, 2002).

Der Name der Herpesviren leitet sich vom griechischen Wort herpein = kriechen ab,
und deutet auf die ,kriechende” Ausbreitung des durch das Herpes simplex Virus
(HSV) verursachten Hautausschlages hin. Durch HCMV infizierte Fibroblasten zeigen
als auffalliges Merkmal eine Abrundung und deutliche VergréRerung der Zellen, die
als Cytomegalie bezeichnet wird. In diesem Fall spricht man auch von einem cyto-
pathischen Effekt (CPE).

Herpesviren kommen nicht nur beim Menschen vor, sondern bei vielen verschiede-
nen Wirbeltieren. Angefangen von Fischen und Froschen, bis hin zu Katzen und Af-
fen kénnen durch Herpesvirus-Infektionen betroffen sein. Allen Herpesviren gemein-
sam ist, dass es neben der lytischen Vermehrung, in der die Zellen durch das Virus
zerstort werden, auch eine Phase der Latenz gibt (Sissons et al., 2002). Dies bedeu-
tet, dass die Viren nach der Primarinfektion in einer Art Ruhezustand in der Wirtszelle
verharren, wahrend die Bildung von infektiosen Partikeln unterbleibt. Erst nach einem
bestimmten Stimulus (UV-Licht, Stress, etc.) oder bei Schwéachung des Immunsys-
tems kommt es zur Bildung von neuen Viren.

HCMV st in der Lage, eine Vielzahl von unterschiedlichen Zelltypen zu infizieren
(Jarvis und Nelson, 2002). Neben Endothelzellen und Fibroblasten kénnen auch
Leukozyten durch das Virus infiziert werden. Letzteres tragt zur hamatogenen Dis-

seminierung des Virus in andere Organe (Leber, Gehirn, etc.) bei.
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Der Erreger ist weltweit verbreitet mit einer Pravalenz in Europa von ca. 40 bis 80%.
Eine Ubertragung des Virus erfolgt durch Schmier- und Trépfcheninfektionen, kann
allerdings auch intrauterin, Gber die Muttermilch und durch Bluttransfusionen und Or-
gantransplantationen erfolgen. Bei gesunden Personen verlauft eine Primarinfektion
normalerweise asymptomatisch und zieht im schlimmsten Fall grippeahnliche Sym-
ptome nach sich. Im Gegensatz dazu hat eine Schwachung des Immunsystems, die
durch bestimmte Vorerkrankungen, wie z.B. AIDS und Leukdmien oder eine Stamm-
zelltransplantion bedingt sein kann, eine Reaktivierung des Virus und somit lebens-
bedrohliche Komplikationen zur Folge (Hebart und Einsele, 2004).

Bereits in den frihen 80er Jahren wurden Virulenzunterschiede zwischen verschie-
denen HCMV-Stammen beschrieben (Quinnan et al., 1984). Klinische Isolate, wie
der Stamm TBA40E zeigten einen ausgepragten Tropismus fur Endothelzellen, den in
Fibroblasten propagierte Laborstamme nicht mehr besalRen. Ein heute in Laboren
weit verbreiteter Stamm ist AD169. Dieser hat seine Cytopathogenitat fir Endothel-
zellen durch mehrfaches Passagieren in Fibroblasten verloren.

2.1.2 Genomorganisation und Aufbau des Viruspartike Is

HCMV gehort zu den humanpathogenen Viren mit der hochsten Codierungskapazitat
(Bankier et al., 1991). Das Virus besitzt als Genom lineare doppelstrdngige DNA
(dsDNA), in einer Grélienordnung von 230 kb, wobei ca. 200 Gene codiert werden.
Das Genom besteht aus einem langen (unique long, UL) und einem kurzen (unique
small, US) Segment. Beide Segmente werden durch repetitive Sequenzen voneinan-
der getrennt (internal repeat short, IRS und internal repeat long, IRL) und an den En-
den flankiert (terminal repeat short TRS und terminal repeat long, TRL). Auf diesen
Bezeichnungen basierend werden die viralen Gene mit den Préfixen TR, IR, UL oder
US gekennzeichnet und die Leserahmen (ORF) fortlaufend nummeriert. Alternativ
sind Strukturproteine mit der Abkirzung VP, fur Virionproteine, und einer Nummer
versehen. Von diesen sind die Proteine zu unterscheiden, die erst in der Wirtszelle
synthetisiert werden (ICP = infected cell proteins). Alle Bezeichnungen werden in der
Literatur parallel verwendet.

Eine Besonderheit bei der Expression ist die bidirektionale Transkription von Genen
(Jacobs und Langland, 1996). Dies bedeutet, dass beide DNA-Strange als Matrize

dienen und Gene in beide Richtungen transkribiert werden.
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Die dsDNA befindet sich in einem Capsid mit Ikosaeder-Form, welches selbst von ei-
ner Proteinschicht, dem Tegument, umgeben wird (Gibson, 1996). Ein nicht nur fur
die Initiation der viralen Genexpression wichtiger Bestandteil des Teguments ist das
Phosphoprotein 65 (pp65), welches auch zur Diagnostik einer HCMV-Infektion he-
rangezogen wird (Jahn und Plachter, 1993).

Das Capsid und das Tegument sind von einer Membran umschlossen, in die zahlrei-
che Glykoproteine eingelagert sind (Compton, 2004). Die Glykoproteine, die sich in
der Hiallmembran befinden, spielen eine zentrale Rolle bei der Adhéasion des Virus an
die Wirtszelle (s. 2.1.3), dienen aber auch als Erkennungsstellen fir das Immunsys-
tem (s. 2.4.2). Insgesamt besitzt das Viruspartikel (Virion) eine Grof3e von ca. 150-
200 nm.
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Abbildung 1: Plastische Ansicht der Struktur eines HCMV Virions (Abbildung modifiziert nach Gandhi
und Khanna, 2004).

2.1.3 Virus Adhéasion, Penetration und Replikation

Aufgrund des breiten Wirkungsspektrums von HCMV ist es nicht verwunderlich, dass
nicht ein einzelner zellularer Rezeptor die Anlagerung des Virus an eine Zielzelle
vermittelt, sondern inzwischen eine Reihe verschiedener Rezeptoren identifiziert
werden konnten (Ubersicht in Compton, 2004).

In der Virushulle sind 12 Glykoproteine eingelagert, von denen das zur Adsorption
und Penetration wichtigste Glykoprotein B (gB oder auch UL55 genannt) ist. Momen-
tan wird davon ausgegangen, dass die Glykoproteine gM/gN und gB zunachst eine

lockere Bindung (tethering) mit Heparan-sulfat Proteoglykanen (Syndecan-Gene) auf
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der Zielzelle eingehen, um dann eine feste Verbindung tber gB zum eigentlichen
Rezeptor zu ermdglichen (s. Abbildung 2). Wang et al. konnten 2003 zeigen, dass
die EGFR-like Domé&ne von gB zur Bindung an den epidermalen Wachstumsfaktor-
Rezeptor (EGFR) dient. Allerdings stellt eine neuere Arbeit von Isaacson, 2007 diese
Beobachtungen in Frage, was darauf hindeutet, dass es weitere Rezeptoren gibt, die
das Virus-entry vermitteln. Bislang konnten folgende Rezeptoren identifiziert werden:
Annexin |l (Pietropaolo und Compton, 1997), verschiedene Integrine (Feire et al.,
2004; Wang et al., 2005) und Dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule
(ICAM)-3 grabbing nonintegrin (DC-SIGN; Halary et al., 2002).

Tathering Docking Postattachment evants
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other? _ .
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Signaling and priming Activation of
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TRENDS w CeN Bindagy

Abbildung 2: Anlagerung von HCMV an eine Wirtszelle (Abbildung entnommen aus Compton, 2004).

Im Anschluss an die Adsorption erfolgt die Fusion der Virusmembran mit der Plas-
mamembran der Zielzelle und das Nukleokapsid gelangt mit dem Tegument in das
Cytoplasma (Penetration). Die eingeschleusten Kapside werden analog zum Herpes
Simplex-Virus 1 (HSV1) durch einen Dynein-vermittelten Transport, an den Mikrotu-
buli entlang, in den Zellkern eingeschleust (Sodeik et al., 1997). Dort angelangt, wer-
den die linearen DNA-Molekiile zirkularisiert und liegen anschliel3end als so genann-
te extrachromosomale DNA (Episome) vor.

Die Transkription und Expression der viralen Gene verlauft kaskadenartig und lasst
sich auf molekularer Ebene in drei aufeinander folgende Phasen unterteilen (Wathen
und Stinski, 1982). Zuerst werden die immediate early (IE)- Gene exprimiert, die wie-
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derum die Expression nachgeschalteter Gene (delayed early Gene) und der spaten
Gene (VP) zur Folge haben. Nach der produktiven Replikation in permessiven Zellen,
die dem Prinzip des rolling-circle Mechanismus folgt, werden die neu synthetisierten

Genome verpackt (assembly) und die Virionen aus der Wirtszelle ausgeschleust.

2.2 Aspergillus fumigatus

Aspergillus fumigatus ist ein Schimmelpilz, der in der Systematik zur Klasse der As-
comyceten (Schlauchpilze), Ordnung der Eurotiales gerechnet wird. Der Name leitet
sich von lat. fumus, der Rauch ab, und entstammt der rauchgriinen Farbe des Pilzes,
die von einem Pigment in den Sporen verursacht wird.

Durch seinen grol3en Temperaturbereich von 12-56 C taucht er sowohl im Freien,
als auch in Innenrdumen auf. So findet man ihn haufig in Biotonnen, im Kompost, in
der Blumenerde von Zimmerpflanzen und auf verschimmeltem Brot.

Eine Verbreitung von A. fumigatus erfolgt vor allem durch asexuell gebildete Sporen,
die als Konidien bezeichnet werden und einen Durchmesser von ca. 3 um besitzen
(s. Abbildung 3). Nach ihrer Auskeimung wandeln sie sich in Keimschlauche um, die
weiter zu Hyphen bzw. zu einem Mycel (Hyphengeflecht) heranwachsen. Wahrend
der Reifung von Konidien zu Keimschlauchen kommt es zu einem Verlust der hydro-
phoben Konidenhulle und zu einer kompletten Neugestaltung der Zellwand, die vor-
wiegend aus Chitin, B(1,3)-Glucan und Galactomannan besteht (Fontaine et al.,

2000). Eine detaillierte Beschreibung tber A. fumigatus findet sich in Latgé, 1999.

Abbildung 3: Mikroskopische Aufnahme von A. fumigatus Konidien, die in so genannten Asci (Einzahl:
Ascus) organisiert sind (Abbildung entnommen aus Latgé, 2001).
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Nur sehr wenige Pilze sind fur den Menschen pathogen. Von den bisher 150.000 be-
nannten Pilzarten (die Gesamtzahl wird auf ca. 1,2 Millionen geschatzt) sind bislang
nur ca. 150-250 humanpathogene Arten bekannt, darunter Pilze der Gattung Candi-
da, Cryptococcus und Aspergillus (http://www.wikipedia.org). Pilzerkrankungen gel-
ten in den USA als die siebthaufigste Todesursache, die auf eine Infektion zurtickzu-
fuhren sind (Mc Neil et al., 2001).

Die durch Aspergillus-Arten hervorgerufenen Krankheiten werden zusammengefasst
als Aspergillosen bezeichnet. Tagtaglich atmet jeder Mensch mehrere hundert Koni-
dien ein, weshalb man bei dieser Art der Ubertragung von einer exogenen Infektion
spricht. Bei Personen mit intaktem Immunsystem bleibt die Inhalation von Sporen
normalerweise ohne Folgen, kann aber bei Patienten mit geschwéchtem Immunsys-
tem schwere Krankheiten hervorrufen. So kann es zu Entziindungen der Atemwege,
oder in seiner schweren Form zu einer bronchopulmonalen Aspergillose kommen.
Dabei muss eine Aspergillose nicht auf das primar befallene Organ beschrankt blei-
ben, da der Pilz nach Durchdringen von Schleimhautepithelien in andere Organe
verbreitet werden kann (Latgé, 2001). In diesen Fallen spricht man von einer (disse-
minierten) invasiven Aspergillose (IA; Ascioglu et al., 2002).

Invasive Infektionen mit dem humanpathogenen Pilz A. fumigatus zeigen seit einigen
Jahren eine zunehmende Inzidenz. Der Grund daflr ist, die stetige Zunahme von
stammzelltransplantierten Patienten mit verlangerter Chemotherapie oder weiteren
Risikofaktoren, wie ein fortgeschrittenes Alter. Eine Aspergillose tritt bei diesem Pati-
entenkollektiv mit einer Haufigkeit zwischen 5% und 15% auf und endet, falls sie
nicht rechtzeitig behandelt wird, fast immer tédlich (Herbrecht et al., 2005). Zur Be-
handlung einer Pilzinfektion werden verschiedene Medikamente eingesetzt, deren
Wikrung in den meisten Fallen darauf beruht, die Zellwandsynthese zu hemmen
(Douglas, 2006).

Um invasive Pilzinfektionen und auch Infektionen mit HCMV erfolgreicher therapieren
zu konnen, ist ein besseres Verstandnis derjenigen immunologischen Vorgange, die

Pilz- und Virusinfektion kontrollieren, absolut notwendig (Einsele und Hebart, 2002).
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2.3 Das angeborene Immunsystem

Alle Lebewesen sind Tag fur Tag vielen verschiedenen Erregern (Bakterien, Pilzen,
Viren) ausgesetzt, die vom Immunsystem effektiv beseitigt werden missen. Grund-
satzlich wird zwischen der angeborenen und der erst im Laufe einer Infektion erwor-
benen (adaptiven) Immunitéat unterschieden. Im Gegensatz zur adaptiven Immunitat
steht die angeborene Immunitat bereits wahrend dem Eindringen eines Erregers zur
Verfligung und stellt somit die initiale Verteidigung dar.

Das angeborene Immunsystem beinhaltet physiologische Barrieren (Epithelien,
Schleimhaute, Luftstrom in den Lungen, Darmperistaltik), chemische Abwehrstoffe
(Defensine, Lysozyme, Pepsin, saurer pH-Wert im Magen, Komplementsystem) und
die zellulare Abwehr, die von verschiedenen weil3en Blutkdrperchen (Leukozyten)
wahrgenommen wird (Tosi, 2005). Zu den Leukozyten gehoren neutrophile, basophi-
le und eosinophile Granulozyten, sowie Monozyten, Makrophagen, dendritische Zel-
len (s. 2.6) und nattrliche Killerzellen (NK-Zellen). Sie sind entweder selbst in der
Lage, einen Erreger zu vernichten oder durch die Produktion von Immunmodulatoren
(Cytokinen) die Immunreaktion des Organismus zu steuern und andere Abwehrzellen
zum Ort der Entztindung zu locken.

Bei den Cytokinen handelt es sich um kleine I6sliche Peptide, die in die Umgebung
sezerniert werden und autokrin (auf sich selbst), parakrin (auf Nachbarzellen) und /
oder endokrin (Uber das Blutgefal3system verbreitet) wirken. Zu den Cytokinen wer-
den die Chemokine, Interleukine (IL) und Interferone (IFN) gerechnet. Grundsatzlich
wird zwischen Cytokinen mit pro-inflammatorischer (TNF-a, IL-12) und anti-
inflammatorischer Wirkung (IL-10) unterschieden. Erstere dienen vor allem dazu,
weitere Immuneffektorzellen zu aktivieren, um diese an den Ort der Entziindung zu
locken.

Granulozyten, Monozyten, Makrophagen und dendritische Zellen (DCs) kdnnen Pa-
thogene aufnehmen (Phagozytose) und verdauen. Des Weiteren sind Granulozyten
in der Lage, Sauerstoffradikale zu bilden. Dieser Vorgang wird auch als Oxidativer
Burst bezeichnet und erlaubt das effiziente Abtoten von eingedrungenen Erregern
(Quinn und Gauss, 2004). Gerade bei der Abwehr von Pilzen sind Granulozyten von
aulRerordentlicher Bedeutung, was am Beispiel von Patienten mit einer cytoablativen
Chemotherapie deutlich wird (Fradin et al., 2005). Aufgrund der reduzierten Granulo-

zytenzahl (Neutropenie) kommt es zum vermehrten Auftreten von Aspergillosen.

12



Einleitung

Daneben fuhrt auch eine Unterdriickung der Fress- und Abtdtungsfunktionen der
Granulozyten, wie es zum Beispiel bei einer Cortisontherapie der Fall ist, zu einem
erhdhten Risiko fur Pilzinfektionen.

Das angeborene Immunsystem kann Infektionserreger erkennen und bekampfen,
ohne dass der Organismus vorher mit dem Erreger Kontakt gehabt hat. Dabei wer-
den Mustererkennungs- und Verteidigungsstrategien angewendet, die sich schon zur
Zeit der ersten Eukaryonten als effizient erwiesen haben (Ausubel, 2005). Pathogene
kénnen dabei aufgrund konservierter Molekulstrukturen mit Hilfe von keimbahnco-
dierten Immunrezeptoren erkannt werden (Btach-Olszewska, 2005). Zu diesen Re-
zeptoren zahlen der Mannose-Rezeptor, die Scavenger-, Komplement- und Toll-like
Rezeptoren, sowie die C-Typ-Lektine und Pentraxine. In den nachsten Abschnitten
wird die wichtige Familie der Toll-like Rezeptoren und der C-Typ-Lektine néher vor-

gestellt.

2.4 Toll-like Rezeptoren

2.4.1 Historisches

Im Jahr 1985 wurde erstmals ein Gen beschrieben, welches bei der Ausbildung der
dorsoventralen Achse des sich entwickelnden Embryos der Fruchtfliege Drosophila
melanogaster eine zentrale Rolle einnimmt (Anderson et al., 1985). Aufgrund der
Einzigartigkeit dieser Entdeckung, die vergleichbar mit der Entdeckung der Im-
munglobuline (Ig) und der T-Zell-Rezeptoren (TCR) ist, wurde dem Gen der Name
toll gegeben. Etwa 10 Jahre spater zeigte sich, dass toll nicht nur fur die frihe Emb-
ryonalentwicklung von Drosophila melanogaster wichtig ist, sondern auch um eine
Immunantwort gegen Infektionserreger, wie Bakterien und Pilze auszulésen (Le-
maitre et al., 1996).

Bezeichnend fiir den Toll-Signalweg ist, dass dieser groRe Ahnlichkeit mit dem IL1-
Signalweg in Saugern besitzt (Imler und Hoffmann, 2000). So dauerte es nicht lange,
bis das erste toll-Homolog im S&auger identifiziert wurde (Medzhitov et al., 1997). Bis
heute wurden 10 Homologe entdeckt (Rock et al., 1998), die als Toll-like Rezeptoren
(TLR) bezeichnet werden (Ubersicht in Akira und Takeda, 2004). Heutzutage ist un-
umstritten, dass den TLRs eine zentrale Funktion bei der Induktion von Immunant-

worten zukommt (Aderem und Ulevitch, 2000).
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2.4.2 Ligandenspektrum der TLRs

Dass TLRs eine zentrale Rolle bei der Erkennung verschiedenster Pathogene ein-
nehmen, zeigt ein Blick auf das Ligandenspektrum, durch welche sie aktiviert werden
(s. Tabelle 1). Hierbei fallt auf, dass es sich bei den Liganden um chemisch sehr ver-
schiedene Molekulen handelt, die von Lipiden (Lipopolysaccharid, LPS), Gber Protei-

ne (Flagellin), bis hin zu Nukleinsduren (RNA und DNA) reichen.

Rezeptor | Genetischer Locus Ligand Herkunft des Liganden
TLR1 4p14 Lipopeptide Bakterien
Peptidoglykan grampositive Bakterien
TLR2 4931-32 Zymosan Pilze
gB HCMV
TLR3 4935 dsRNA Vireh
poly I:.C synthetisch
TLR4 9932-33 LPS gramnegative Bakterien
TLR5 1g41-42 Flagellin Bakterien
TLR6 ap1a Lipoteichonsauren grampositive Bakterien
Zymosan Pilze
TLR7 Xp22 SSRNA Viren
TLR8 Xp22 SSRNA Viren
TLR9 3p21 CpG DNA Bakterien / Viren
TLR10 4pl4 nicht bekannt

Tabelle 1: Ubersicht {iber die bekannten humanen TLRs unter Angabe des jeweiligen genetischen Lo-
cus (NCBI) und der wichtigsten Liganden, die von ihnen erkannt werden. Ausfihrliche Informationen
zum Ligandenspektrum finden sich in Akira und Takeda, 2004, wo auch entsprechende Referenzen
zu den einzelnen TLR-Liganden nachgeschlagen werden kdnnen.

Allen TLRs ist gemeinsam, dass sie konservierte Molekile erkennen, die als so ge-
nannte Pathogen-assoziierte molekulare Muster (pathogen-associated molecular pat-
terns, PAMPSs) bezeichnet werden. Somit gehéren die TLRs zur Klasse der Muster-
Erkennungs-Rezeptoren (pattern recognition receptors, PRRs). Es gibt zahlreiche
Hinweise, dass TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 und TLR6 darauf spezialisiert sind, Zell-
wandbestandteile von Bakterien und Pilzen zu erkennen. So konnte mehrfach ge-
zeigt werden, dass TLR4 durch LPS aktiviert wird, welches eine zentrale Komponen-
te der Zellwand von gramnegativen Bakterien darstellt (Poltorak et al., 1998; Ulevitch
und Tobias, 1999). Dabei bindet LPS an das LPS-bindende-Protein (LBP) und an-
schlieBend an CD14 und MD-2 (Wright et al., 1990; Shimazu et al., 1999). Der ge-
14
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samte Komplex interagiert dann mit TLR4 und vermittelt die Signaltransduktion
(Jiang et al., 2000; Miyake, 2006), die im nachsten Abschnitt (s. 2.4.3) ausfuhrlich
beschrieben ist.

Was die Erkennung von Pilzen durch TLRs betrifft, so konnte bislang eine Beteili-
gung von TLR2 und TLR4 bei der Erkennung von A. fumigatus nachgewiesen wer-
den. Hierbei beziehen sich die meisten Angaben auf Untersuchungen in Zellkultur
und auf Experimente mit TLR knockout-Méausen. So konnten Meier et al., 2003 zei-
gen, dass sowohl TLR2", als auch TLR4” Mause eine verringerte TNF-a Produktion
nach Stimulierung mit A. fumigatus Konidien und Hyphen aufwiesen. Von Mambula
et al., 2002 konnten diese Beobachtungen nur fir TLR2, nicht aber TLR4, bestatigt
werden.

Bisherige Arbeiten mit humanen Zellen deuten darauf hin, dass A. fumigatus Hyphen
Monozyten ebenfalls tber TLR2 und TLR4 aktivieren (Wang et al., 2001). Auch Ne-
tea et al. konnten fir peripheral blood mononuclear cells (PBMCs, s. 3.5.1) zeigen,
dass TLR2 durch Hyphen aktiviert werden. Folgende Tabelle soll einen Uberblick
Uber einige der zentralen Experimente zur Entschlisselung einer Interaktion zwi-
schen TLR2, TLR4 und A. fumigatus geben.

Rolle von TLR2 und TLR4 bei der Erkennung von  A. fumigatus

Versuch Stimulus Effekt Referenz
humane Monozyten behandelt mit .
blockierendem a-TLR2 Ak EtOH-inakt. Hyphen | TNF-a | (schwach) Wang et al.,
: 2001
humane Monozyten behandelt mit .
blockierendem a-TLR4 Ak EtOH-inakt. Hyphen TNF-a
Hitze-inakt. Hyphen -
murine Makrophagen von TLR2" Maus yp TNF-o )
lebende Konidien TNF-a |
. n Hitze-inakt. Hyphen TNF-
murine Makrophagen von MyD88’ Maus yp al
lebende Konidien TNF-a |
Hitze-inakt. Hyphen ol
murine Makrophagen von TLR4™ Maus yp TNF-a +/
lebende Konidien TNF-a /. Mambula
Hitze-inakt. Hyphen -luc- etal., 2002
HEK293-Zellen: GOF fur TLR2 yp NFKB-luc-Reporter 1
lebende Konidien NFkB-luc-Reporter 1
Hitze-inakt. Hyphen -luc- A
HEK293-Zellen: GOF fur TLR4 yp NFiB-luc-Reporter /
lebende Konidien | NFkB-luc-Reporter "/.
. A i
murine Makrpphage_n von TLRZ Maus: lebende Konidien nicht beeinflusst
Konidien Bindeaffinitat
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murine Makrophagen von TLR2" Maus:
NFkB-Translokation in Nukleus

EtOH-inakt. Konidien

Translokation |

murine Makrophagen von TLR4™ Maus:
NFkB-Translokation in Nukleus

EtOH-inakt. Konidien

Translokation |

HEK293-Zellen: GOF fur TLR2

EtOH-inakt. Hyphen

NFkB-luc-Reporter 1

EtOH-inakt. Konidien

NFkB-luc-Reporter 1

HEK293-Zellen: GOF fir TLR4

EtOH-inakt. Hyphen

NFkB-luc-Reporter 1

EtOH-inakt. Konidien

NFkB-luc-Reporter 1

TNF-a |, (schwach),

lebende Konidien

TNF-a "/ 1L-12 */.

) n EtOH-inakt. Hyphen Meier et al.,
murine Makrophagen von TLR2” Maus yp MIP-2 | eg(r)gs a
EtOH-inakt. Konidien | TNF-a | (schwach)
EtOH-inakt. Hyphen -
murine Makrophagen von TLR4" Maus , yp_ , TNF-a
EtOH-inakt. Konidien TNF-a |, MIP-2 |
. N n . TNF-a | (total), MIP-2
murine Makrophagen von TLR2" TLR4™ | EtOH-inakt. Hyphen o (1) 2
M ; —
aus EtOH-inakt. Konidien TNF-a | (total)
TLR4” Maus EtOH-inakt. Hyphen | PMN Rekrutierung |
TLR2" Maus EtOH-inakt. Hyphen | PMN Rekrutierung |
TLR2" TLR4" Maus EtOH-inakt. Hyphen | PMN Rekrutierung !
humane PBMCs behandelt mit blockie- | Hitze-inakt. Hyphen TNF-a |
rendem a-TLR2 Ak Hitze-inakt. Konidien TNF-a |
humane PBMCs behandelt mit blockie- | Hitze-inakt. Hyphen TNF-a /.
rendem a-TLR4 Ak Hitze-inakt. Konidien TNF-a */. Netea et al.,
_ . Hitze-inakt. Hyph - - 2003
murine Makrophagen von TLR2" Maus _I ze_ma yp _en TNF-a L 1L 1Oi
Hitze-inakt. Konidien | TNF-a |, IL-10 /.
- - + +
murine Makrophagen von TLR4" Maus H.|tze-_|nakt. Hyphfen TNF-a /., IL-10 /.
Hitze-inakt. Konidien TNF-a |
BMDCs von TLR2" Maus Zellextrakt IL-12 4
Uberstand IL-12 /.
+ +
BMDCs von TLR4™ Maus %ellextrakt IL-12 +/., IL-6 /. Bracdel
Uberstand IL-12 7/, IL-6 | ot al. 2004
Zellextrakt IL-12 1, I1L-6 "/
BMDCs von TLR2" TLR4™ Maus Uberstand IL-12 ¢, IL-6 |

Tabelle 2: Uberblick iiber die bisherige Literatur beziiglich einer Interaktion von TLR2 und TLR4 mit A.
fumigatus. Es ist jeweils in vereinfachter Form dargestellt, mit welchem Versuchsansatz eine mogliche
Interaktion aufgeklart wurde, und welche Effekte mit welchen Stimuli beobachtet wurden. Zur Verein-
fachung der Tabelle wurden folgende Symbole verwendet: +/- bedeutete eine mehr oder weniger un-
veranderte Expression, t eine hdhere Expression und | eine reduzierte Expression des jeweiligen
angegebenen Gens. Die Expressionen wurden in der Regel mittels ELISA ermittelt. Weitere Abkdr-
zungen: a (anti), Ak (Antikérper), EtOH (Ethanol), luc (Luciferase), GOF (gain of function), HEK293
(humane embryonale Nierenzell-Linie), BMDCs (bone marrow-derived DCs), PBMC (peripheral blood
mononuclear cell), PMN (polymorphonuclear neutrophil).

Im Zusammenhang mit einer Infektion durch HCMV wurde TLR2 als Rezeptor auf
Fibroblasten identifiziert (Boehme et al., 2006). Noch bevor HCMV in die Zelle ge-
langt, kann das Virus Uber TLR2 und CD14 erkannt werden (Compton et al., 2003).

Dass neben TLR2 noch weitere TLRs an der Erkennung von HCMV beteiligt sein
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kénnten, zeigen Hinweise aus dem Mausmodell. Unlangst wurde in der Maus TLR3
und TLR9 als Rezeptoren fur das murine Cytomegalievirus (MCMV) bestatigt, die die
Expression von Klasse | Interferonen vermitteln (Tabeta et al., 2004). Gleichzeitig
gibt es vermehrt Hinweise darauf, dass noch weitere TLRs (TLR7) an einer durch
MCMV induzierten Immunantwort beteiligt sein kdnnten (Tabeta et al., 2006). Eine
Ubersicht zur Interaktion von Viren und TLRs findet sich in Boehme und Compton,
2004 und in Mogensen und Paludan, 2005.

2.4.3 Signaltransduktion

Sobald ein geeigneter Ligand den entsprechenden TLR aktiviert (s. 2.4.2), kommt es
zur Konformationsénderung des Rezeptors (Kaisho und Akira, 2006). Dies hat zur
Folge, dass sich bestimmte Adapterproteine anlagern kdnnen, um eine nachgeschal-
tete Signalkaskade in Gang zu setzen (Takeda et al., 2003). Bislang konnten im S&u-
ger funf solche Adapterproteine identifiziert werden, die alle im Besitz einer TIR-
Domaéne sind, Uber die die Bindung an die TIR-Domé&ne der TLR erfolgt: MyD88,
TIRAP/Mal, TRIF/TICAM-1, TIRP/TRAM/TICAM-2 und SARM (Ubersicht in Vogel et
al., 2003). Fur den TLR-Signalweg scheint MyD88 das wichtigste Adapterprotein zu
sein. Im Gegensatz zu den anderen Adapterproteinen besitzt MyD88 zusatzlich zur
TIR-Doméane eine Todesdoméane (DD), die die Interaktion mit weiteren Komponenten
vermittelt (Dunne et al., 2003). Die gebundenen Adapterproteine stellen eine Platt-
form dar, wo sich weitere Proteine, insbesondere Kinasen, anlagern kénnen. So bin-
det beispielsweise IRAK-4 und erleichtert die IRAK-4 vermittelte Phosphorylierung
von IRAK-1 (Li et al., 2002). Die IRAK-Proteine reprasentieren eine Familie mit vier
Mitgliedern, denen gemeinsam ist, dass sie am N-Terminus eine Todesdomane und
zentral gelegen eine Serin/Threonin-Kinase Doméane haben (Janssens und Beyaert,
2003). Die Phosphorylierung von IRAK-1 bewirkt, dass sich IRAK-1 selbst phospho-
ryliert, was die Bindung von TRAF6 ermdglicht (Bradley und Pober, 2001). Anschlie-
Rend l6sen sich IRAK-1 und TRAF6 vom Rezeptor-Komplex ab und interagieren an
der Plasmamembran mit einem weiteren vorgeformten Komplex, bestehend aus
TAK1, TAB1, TAB2 und TAB3 (Takaesu et al., 2000 und 2003; Ishitani et al., 2003).
Dadurch werden TAB2/TAB3 und TAK1 phosphoryliert und translozieren zusammen
mit TRAF6 und TAK1 zum Cytoplasma, wo sie den IKK-Komplex, bestehend aus
IKK-a, IKK-B und IKK-y, anregen Phosphatreste auf IkB zu Ubertragen (Karin und
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Ben-Neriah, 2000). Die Phosphorylierung von IkB stellt ein Signal zur Ubiquitinylie-
rung dar, was zum Abbau von IkB Uber das Proteasom-System fiuhrt. Dadurch wird
NFkB freigesetzt und gelangt in den Zellkern, wo es als Transkriptionsfaktor ver-
schiedene Zielgene anschaltet. Zu den Zielgenen zahlen vorwiegend pro-
inflammatorische Gene, wie z.B. TNF-a und IL-12, aber auch anti-inflammtorische

Gene, wie IL-10.

Plasma membrane

Endosome

Cytoplasm

tﬁ-w — D &

Nucleus
(PP, (P l
N AN AN AN AN @ A AN ;I‘A AN AN AN A
Type | IFN

Inflarmmatory proteins

Co-stimulatory molecules

THENDS in Immunoiogy

Abbildung 4: TLR2, TLR3 und TLR4 Signaltransduktion (Abbildung entnommen aus Moynagh, 2005).

Wie bereits erwahnt, findet die Signaltransduktion bei allen TLRs Gber MyD88 statt.
Neben dem MyD88-abhangigen Weg gibt es auch einen MyD88-unabhangigen Weg
(Kawai et al., 1999), der zuséatzlich bei TLR3 und TLR4 vorkommt und durch das A-
dapterprotein TRIF vermittelt wird (s. Abbildung 4). Uber eine Signalkaskade, die bis-
lang nur unzureichend charakterisiert ist, kommt es zur Aktivierung des Transkripti-
onsfaktors IRF3 und zur Expression von Klasse | Interferonen, IFN-a und IFN-8 (Ka-
wai et al., 2001). Zusatzlich kbnnen TLR2 und TLR4 den MyD88-abhangigen Weg
Uber TIRAP aktivieren bzw. TLR4 kann Uber TRAM den MyD88-unabhangigen/TRIF-
abhéngigen Weg anschalten. Je nachdem, welcher TLR mit welchem Adapterprotein

interagiert, wird ein anderes zellulares Programm aktiviert (Beutler, 2004). Wie stark
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die einzelnen Komponenten des TLR Pathways miteinander verkntipft sind, vermittelt

ein von Oda und Kitano verfasster Artikel von 2006.

2.4.4 Expression und Lokalisation der TLR

TLR1 kommt auf nahezu allen Zelltypen des menschlichen Organismus vor (Takeu-
chi et al., 2002), wohingegen die Expression der anderen TLRs sehr stark abhangig
vom jeweiligen Zelltyp und von auf3eren Bedingungen ist (Hornung et al., 2002). Eine
Ubersicht dariiber, welche Leukozyten welche TLR exprimieren, findet sich in lwasaki
und Medzhitov, 2004. Humane neutrophile Granulozyten exprimieren TLR1 bis
TLR10 (Havashi et al., 2003). Obwohl Eosinophile eine konstitutive Expression fur
TLR1, TLR4, TLR7, TLR9 und TLR10 zeigen, findet eine Aktivierung nur tber TLR7
statt (Nagase et al., 2003). Dieses Beispiel macht deutlich, dass es eine gewisse
Diskrepanz zwischen dem TLR-Expressionsmuster und der Fahigkeit auf bestimmte
TLR-Liganden zu antworten gibt. Fir Monozyten wurde gezeigt, dass sie, mit Aus-
nahme von TLR3, TLR9 und TLR10, alle TLRs besitzen (lwasaki und Medzhitov,
2004). TLR3 ist bezuglich seines Expressionsprofils ein Sonderfall, da er nur bei
dendritischen Zellen (s. 2.6) und Naturlichen Killerzellen (NK) vorzufinden ist (Muzio
et al., 2000).

Auch bezuglich ihrer Lokalisation zeigen die TLR Unterschiede: so befinden sich
TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 und TLR6 auf der Zelloberflache, wohingegen TLR3,
TLR7, TLR8 und TLR9 vorwiegend in intrazellularen Kompartimenten (Endosomen)
vorkommen, weshalb ihnen bei der Erkennung von intrazellularen Erregern (Viren)
eine grundlegende Bedeutung zukommt (Matsumoto et al., 2003; Heil et al., 2003;
Ahmad-Nejad et al., 2002). Anhand der unterschiedlichen Lokalisation der TLRs wird
noch einmal deutlich, dass sich die einzelnen TLR fir die Immunabwehr von ver-

schiedenartigen Pathogenen eignen.

2.5 C-Typ Lektine und Pentraxine

Die C-Typ Lektine sind neben der TLR-Familie eine weitere wichtige Familie von
keimbahncodierten Immunrezeptoren (Cambi et al., 2005). Sie besitzen als gemein-

sames Merkmal eine spezielle Domane, uber die eine Erkennung bestimmter Koh-
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lenhydratstrukturen von verschiedenen Pathogenen erfolgt. Daher wird diese Doma-
ne auch als carbohydrate recognition domain, kurz CRD, bezeichnet.

Grundsatzlich lassen sich die C-Typ Lektine in sezernierte Proteine und Trans-
membranrezeptoren, so genannte C-Typ Lektin Rezeptoren (CLR), einteilen. Zu den
I6slichen Proteinen gehdren unter anderem die Mitglieder der Kollektine, wie z.B. die
Surfactant-Proteine SP-A und SP-D (Wintergest et al., 1989) und das Mannose-
bindende Protein (MBP; Kawasaki et al., 1983). Als Beispiele fir Transmembranre-
zeptoren seien die Selektine (Ley und Kansas, 2004), der Mannose-Rezeptor (East
und Isacke, 2002) und dendritic cell-specific ICAM3-grabbing nonintegrin (DC-SIGN)
aufgeflihrt (Geijtenbeek et al., 2000).

Neben einer Funktion bei der Vermittlung von Zell-Zell-Kontakten, besteht eine weite-
re wichtige Aufgabe von DC-SIGN (CD209) darin, Pathogene zu erkennen und eine
Immunantwort auszulésen (Cambi und Figdor, 2003). Als Adhasions-Rezeptor ver-
mittelt DC-SIGN die Anlagerung von DCs an ICAM-3 (intercellular adhesion molecule
3) von T-Zellen und hat somit eine zentrale Bedeutung bei der Auslésung einer adap-
tiven Immunantwort (Geijtenbeek et al., 2000). Gleichzeitig wurde DC-SIGN auch als
Rezeptor fur zahlreiche Pathogene, wie z.B. Bakterien, Viren und Pilzen beschrieben
(Halary et al., 2002, Cambi et al., 2003). Serrano-Gomez und Kollegen konnten zei-
gen, dass Konidien von A. fumigatus tber DC-SIGN erkannt und internalisiert werden
(Serrano-Gomez et al., 2004 / 2005). Eine ahnliche Beobachtung wurde auch flr
Candida albicans Hefen gemacht (Cambi et al., 2005). Somit scheint DC-SIGN vor
allem bei der Internalisierung von Pathogenen wichtig zu sein, wohingegen TLRsS
eher fiur die Auslésung einer inflammatorischen Cytokinantwort verantwortlich sind
(Figdor et al., 2002). Allerdings zeigen neuere Arbeiten, dass es Uber DC-SIGN zu
einer Aktivierung von ERK und PI3K kommt, wodurch die Cytokin Produktion modu-
liert wird (Caparros et al., 2006).

Ein weiterer Immunrezeptor, der auch zur Familie der C-Typ Lektine gehdrt, ist Dec-
tin-1 (Brown, 2006; Kanazawa, 2007). Urspringlich wurde Dectin-1 als ein DC-
spezifischer Rezeptor in der Maus entdeckt, der mit einem von T-Zellen exprimierten
Ligand interagiert (Ariizumi et al., 2000). Durch das Screenen einer von Makropha-
gen exprimierten cDNA Bibliothek konnte gezeigt werden, dass Zymosan (eine lysier-
te Hefepraparation, welche vor allem B-1,3 Glucane enthéalt) und C. albicans an Dec-
tin-1 binden (Brown und Gordon, 2001). Heute gilt als gesichert, dass Dectin-1 ein

zentraler Rezeptor fir Pilze ist (Dennehy und Brown, 2007; Dostert und Tschopp,

20



Einleitung

2007). Fur Makrophagen konnte nachgewiesen werden, dass Dectin-1 an der Erken-
nung und Phagozytose von 3-1,3 Glucanen und einer damit verbundenen Expression
von TNF-a beteiligt ist (Brown et al., 2003). Dies scheint durch ein Zusammenwirken
(Crosstalk) von TLR2, TLR6 und Dectin-1 bewerkstelligt zu werden (Gantner et al.,
2003). Ferner wurde fir Maus Makrophagen Dectin-1 als Rezeptor fur A. fumigatus
Keimschlauche (Gersuk et al., 2006) und C. albicans Hefen identifiziert (Gantner et
al., 2005). Dabei zeigen A. fumigatus Keimschlauche eine im Vergleich zu Konidien
erhohten und in seiner Struktur veranderten Zymosananteil der Zellwand, weshalb
Makrophagen unterschiedlich stark stimuliert werden (Luther et al., 2007). Wie neue-
re Untersuchungen gezeigt haben, erfolgt die Signaltransduktion Uber den Dectin-1
Rezeptor mit Hilfe verschiedener Adapterproteine (z.B. caspase recruitment domain
family member 9, Card-9), Uber welche die Aktivierung von NfkB und die Expression
von TNF-a vermittelt wird (Gross et al., 2006; Hara et al., 2007; ).

Abbildung 5 soll einen Eindruck dariiber vermitteln, wie C-Typ Lektine und TLRs an

der Erkennung von Pilzbestandteilen beteiligt sind.

| C-type lectin receptors | | Toll-like receptors
Mannose 7 (Hyphae) [-glucan, zymosan Mannan, zymosan
| | | | | 1 | 1
ForR TLR2 ==
MannoseR _T_:::S‘( =
Dectin-2 Dectin-1 —

EKRRRRRR %WW%KJ RERRRE KRR KRR KRR KRR KRRk v

Respiratory Phagocytosis  IL-10, IL-12,
burst CXCL2 TNF

Abbildung 5: Erkennung von Pilzstrukturen durch C-Typ Lektine und TLRs (Abbildung entnommen aus
Dostert und Tschopp, 2007). Dectin-1 bindet $-1,3 Glukan und signalisiert iber Syk und CARD9, um
eine zellulare Immunantwort auszulésen. Obgleich die Funktionen von Dectin-1, TLR2, TLR4 und
TLR6 experimentell gut untersucht sind, ist die Beteiligung des Mannose-Rezeptors weit weniger gut
aufgeklart.
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Dectin-1 wird von vielen verschiedenen Immunzellen exprimiert und findet sich auf al-
len Monozyten-Populationen, sowie auf Makrophagen, DCs, Granulozyten, B-Zellen
und bestimmten T-Zell-Subpopulationen (Willment et al., 2005). Sequenzanalysen
identifizierten Dectin-1 als einen 28 kDa Typ Il Transmembranrezeptor mit einer ext-
razellularen Doméne (C-type lectin-like domain [CTLD]) und einer cytoplasmatischen
ITAM-Doméne (immunoreceptor tyrosine-based activation-like motif), die die
Signaltransduktion vermittelt. Vor kurzem wurde sogar die Rontgenkristallstruktur von
Dectin-1 aufgeklart (Brown et al., 2007).

Neben der groRen Familie der TLRs und C-Typ Lektine gibt es noch eine dritte Su-
perfamilie (die Pentraxine), die auch als Immunrezeptoren fir Pilze identifiziert wur-
den (Bottazzi et al., 2006). Als Prototyp der Pentraxine gilt PTX-3, welches von zahl-
reichen Immuneffektorzellen, darunter DCs, sezerniert wird. Als zentrale Aufgabe
dient PTX-3 zur Opsonierung von Pathogenen und einer damit verbundenen Aktivie-
rung des Komplementsystems (Doni et al., 2003). PTX-3 defiziente Mause zeigten
eine erhéhte Empfanglichkeit gegentber A. fumigatus Infektionen, was auf eine ver-
minderte Erkennung und Zerstérung von Konidien zurlckzufuhren ist (Garlanda et
al., 2002). Momentan wird getestet, ob sich rekombinant hergestelltes PTX-3 als the-

rapeutisches Mittel zur Behandlung von IA eignet (Gaziano et al., 2004).

2.6 Dendritische Zellen

Als im Jahre 1868 zum ersten Mal dendritische Zellen (DCs) unter dem Mikroskop
beobachtet wurden, wusste man lange Zeit nicht, welche zentrale Rolle sie bei der
Vermittlung von Immunantworten spielen. Damals war es gelungen, DCs der Haut,
so genannte Langerhans Zellen, sichtbar zu machen. Diese hoben sich durch eine
besondere Morphologie von damals bekannten Zelltypen ab. Aufgrund ihrer baum-
chenartigen Struktur, die wie Dendriten (griech. dendrites = zum Baum gehdrend)
von Nervenzellen aussahen, wurde ihnen der Name DCs gegeben.

Heutzutage ist bekannt, dass im menschlichen Organismus unterschiedliche Subty-
pen von DCs vorzufinden sind (Liu, 2001; Hochrein et al., 2002). Diese unterschei-
den sich dadurch, dass sie aus unterschiedlichen Vorlauferzellen entstehen und ein
charakteristisches Expressionsmuster fir bestimmte TLRs aufweisen. Plasmacytoide
DCs (pDCs) exprimieren vorzugsweise TLR7 und TLR9, wohingegen myeloide DCs
(myDCs) vor allem TLR2 und TLR3 exprimieren (Kadowaki et al., 2001). Folgende
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Abbildung zeigt die besondere Morphologie der myeloiden DCs, wie sie auch in vitro

aus Monozyten durch Zugabe von IL-4 und GM-CSF generiert werden kdnnen.

Abbildung 6: Mikroskopische Aufnahme mit 400x Vergré3erung von in vitro generierten DCs (s. 3.5.4),
dessen Zytoskelett mit Alexa 405 und die Zellkerne mit DAPI angefarbt wurden (s. 3.5.10).

Normalerweise befinden sich DCs vor allem unterhalb von Schleimhautepithelien, wo
sie stets damit beschaftigt sind, Antigene durch Phagozytose, Pinozytose und rezep-
torvermittelte Endozytose aufzunehmen (Reis e Soussa et al., 1993; Sallusto et al.,
1995). So lange DCs noch nicht durch ein Antigen aktiviert wurden, werden sie als
unreife dendritische Zellen (immature DCs, IDCs) bezeichnet. Sie exprimieren nur
wenig MHC-Molekule der Klasse | und Klasse Il und costimulatorischen Molekule
[CD40, CD80 (B7.1), CD83 und CD86 (B7.2)] auf ihrer Oberflache, weshalb sie nur in
geringem Umfang in der Lage sind, eine adaptive Immunantwort auszulésen (Uber-
sicht in Banchereau und Steinman, 1998). Erst durch den Kontakt mit einem geeig-
neten Antigen kommt es zur Differenzierung der DCs zu reifen dendritischen Zellen
(mature DCs, mDCs) und zur Einwanderung in naheliegende sekundar lymphatische
Organe (Bozza et al., 2002). Im Zuge dessen werden die Antigene prozessiert und
auf MHC-Molekule der Klasse Il geladen (Inaba et al., 2000). Der Komplex aus
MHCII und prozessiertem Antigen wird zur Plasmamembran transportiert und an der
Zelloberflache prasentiert. Da DCs die Fahigkeit zur Antigen-Prasentation aufweisen,
gehoren sie somit zur wichtigen Gruppe der antigenprasentierenden Zellen (APC).

Die Reifung von DCs ist ein zentraler Schritt und kann durch mehrere Faktoren be-
einflusst werden. Dazu z&hlen das Vorhandensein bestimmter Cytokine, wie z.B.
TNF-a, oder die Stimulation mit einem Erreger bzw. deren Bestandteilen. Wie unter
Abschnitt 2.4 beschrieben, fuhrt eine LPS-Exposition zur Aktivierung von TLR4, und
dadurch zur Reifung von DCs (Reis e Sousa, 2004). Dabei kommt es zur erhdéhten

Expression an Adhéasions-, MHC- und costimulatorischen Molekilen und zur Ein-
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wanderung der mDCs in die sekundaren lymphatischen Gewebe (Lymphknoten,
Milz), wo B- und T-Lymphocyten aktiviert werden. Die Aktivierung setzt in allen Fallen
voraus, dass eine B- bzw. T-Zelle einen spezifischen Rezeptor fir den Komplex aus
MHCII plus Antigen besitzt und gleichzeitig costimulatorische Signale erhalt.

Etwa zwei Drittel der 1A nach allogener Stammzelltransplantation ereignen sich zu
einem Zeitpunkt, an dem der Patient bereits wieder ausreichend neutrophile Granu-
lozyten besitzt, jedoch noch eine verminderte Anzahl an T-Lymphozyten aufweist
(Wald et al., 1997). Daraus laf3t sich schliel3en, dass neben den Mechanismen der
angeborenen Immunitét auch das adaptive Immunsystem bei der Pilzbeseitigung von
Bedeutung ist. Untersuchungen zur Rolle von DCs im Zusammenhang mit einer 1A
haben gezeigt, dass DCs spezifische T-Zellen aktivieren, die zur Verteidigung gegen
A. fumigatus beitragen konnen (Hebart et al., 2002; Gafa et al., 2006). Nach der Er-
kennung von Pilzstrukturen wird diese Information derart decodiert, dass sie in unter-
schiedlichen T Helfer und in regulatorische T-Zell-Antworten tbersetzt wird (Zelante
et al., 2006). Dieser Sachverhalt macht nochmals deutlich, dass DCs ein wichtiges
Verbindungsglied zwischen der angeborenen und der erworbenen Immunitat darstel-
len (Banchereau et al., 2000; Hoebe et al., 2004). Ein besseres Verstandnis dartber,
Uber welche Rezeptoren A. fumigatus erkannt und anschlieRend das adaptive Im-
munsystem aktiviert wird, ist von entscheidender Bedeutung flr neuartige Therapie-

ansatze zur Behandlung invasiver Mykosen.

2.7 RNA-Interferenz

2.7.1 Historisches

Eine der wichtigsten Fortschritte in den letzten Jahrzehnten war die Entdeckung,
dass RNA die Expression anderer Gene beeinflussen kann (Ubersicht in Mello und
Darryl Conte, 2004). Die Arbeit von Guo und Kemphues im Jahre 1995 zielte darauf
ab, mit Hilfe einer antisense RNA (asRNA), die eine komplementare Sequenz zu ei-
ner zellularen mMRNA von Caenorhabditis elegans hatte, deren Expression zu blockie-
ren. Allgemeine Verwunderung verursachte die Tatsache, dass auch der Einsatz von
sense RNA, also RNA, die dieselbe Sequenz wie die Ziel mMRNA aufwies, eine Re-

pression der Gen-Expression verursachte.
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Spater, im Jahr 1998, beobachteten Fire et al., dass die Injektion von doppelstrangi-
ger RNA (dsRNA) in den Fadenwurm C. elegans die Expression von Genen 10 bis
100 Mal effektiver herunterregulierte als einzelstrangige RNA (ssRNA). Dieses Er-
eignis sollte die eigentliche Geburtsstunde der RNA-Interferenz (RNAI) sein, einem
konservierten Mechanismus, der, wie sich spater zeigen sollte, in vielen Organismen
weit verbreitet ist (Maine, 2000). So kommt die RNAI unter anderem in Drosophila
(Carthew, 2003), C. elegans, Pilzen (Catalanotto et al., 2000), Pflanzen (Baulcombe,
2004) und Saugern vor und stellt eine alte, in der Evolution erhalten gebliebene Mdg-
lichkeit dar, sich gegen Viren und Transposons zu verteidigen (Hannon, 2002).

Die RNAI hat seit ihrer Entdeckung einen wahren Siegeszug erlebt und ist inzwi-
schen in vielen Labors eine etablierte Methode, wenn es darum geht, Gene systema-
tisch auszuschalten. Am einfachsten geschieht dies durch Transfektion von Zellen
mit SiRNA, die entweder durch in vitro Transkription, einen enzymatischen Dicer-
Verdau von dsRNA, oder aber idealerweise chemisch synthetisiert wurden (Mocellin
und Provenzano, 2004).

Durch die Veroéffentlichung der Sequenz des humanen Genoms im Jahre 2001 (In-
ternational Human Genome Sequencing Consortium, 2001; Celera Genomics Pro-
ject, 2001) und die Generierung von small interfering RNA (siRNA) bzw. short hairpin
RNA (shRNA) Bibliotheken (Paddison et al., 2004) ist es mittels reverser Genetik
maoglich geworden, gleichzeitig und gezielt die Funktionen von sehr vielen Genen zu
analysieren (Silva et al., 2004).

Aber nicht allein in der Forschung kommt die RNAi zum Einsatz. Die derzeitigen Be-
muhungen gehen dahin, diese Methode als ein therapeutisches Werkzeug in der
Medizin einzusetzen (Caplen, 2004; Scherr et al.,, 2004). So sollen in der Zukunft
Krankheiten wie Krebs (Izquierdo, 2004) und Infektionen mit verschiedenen Erregern
(Shlomai, et al., 2004) besser behandelbar werden. Wie wichtig die Entdeckung fur
ein Verfahren, mit dem sich Gene stummschalten lassen, ist, verdeutlicht die Verga-
be des Nobelpreises fir Medizin im Jahr 2006 an Andrew Z. Fire und Craig C. Mello
(http://www.nobelpreis.org/).

2.7.2 Wirkungsmechanismus

Die Wirkungsweise der RNAI basiert auf dem sequenz-spezifischen Abbau einer in
der Zelle vorhandenen mRNA (Ubersicht in Meister und Tuschl, 2004). Zun&chst wird
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die dsRNA von zellularen Nukleasen erkannt und zu so genannten siRNAs abgebaut
(Novina und Sharp, 2004). Die Enzyme, die diese Reaktion vermitteln, werden
Drosha und Dicer genannt und liegen in der Zelle als Dimere vor (Bernstein et al.,
2001). Da eines der beiden katalytischen Zentren des Dicer-Enzyms funktionsunfahig
ist, wird nicht wie sonst fur ein RNase-Ill-Enzym (blich, alle 9 bis 11 Basenpaare
(bp), sondern nur alle 21 bis 25 bp geschnitten (Blaszczyk et al., 2001). Dies fuhrt zur
charakteristischen Lange der siRNAs, die zusatzlich noch ein 5-phosphoryliertes
Ende und einen zwei bis drei Nukleotid (Nt) langen Uberhang am 3’-Ende besitzen
(Elbashir et al., 2001).

Die siRNAs binden an einen Multiprotein-Komplex, namens RNA induced silencing
complex (RISC): der sense Strang wird degradiert und der antisense Strang fungiert
seinerseits als Gegenstrang-Matrize zur Erkennung einzelstrangiger RNA (Martinez,
2002). Handelt es sich hierbei um komplementéare endogene mRNA, wird sie durch
den RISC erkannt und durch dessen Endonukleaseaktivitdt abgebaut (Martinez und
Tuschl, 2004). Letztendlich hat dies zur Konsequenz, dass die entsprechende mRNA
nicht mehr translatiert werden kann. Dieser Vorgang wird auch als posttranskriptio-
nelles Gen Silencing (PTGS) bezeichnet und halt zwischen drei und sieben Tagen

an.

Abbildung 7: Schematische Darstellung der RNAI (verandert nach Mocellin und Provencano, 2004).
Durch Transfektion werden siRNAs in die Zelle eingebracht, wodurch die komplementare mRNA mit
Hilfe des RISC degradiert wird.
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2.8 Immunsuppressiva

Immunsuppressiva (IS) sind Medikamente zur Unterdrickung bestimmter Funktionen
des Immunsystems. Insbesondere bei Patienten, bei denen eine AbstoRungsreaktion
nach Organ- oder Stammzelltransplantation vermieden werden muss, kommen Im-
munsuppressiva zum Einsatz. Zu den gangigsten Immunsuppressiva zahlen Cyc-
losporin A (Sandimmun), Dexamethason (Fortecortin), Solu-Decortin, Mycophenolat
(CellCept) und Everolimus (RAD).
Obgleich sich Immunsuppressiva beztglich ihrer chemischen Struktur und ihrer ge-
nauen Wirkungsweise unterscheiden, ist allen gemeinsam, dass sie die Proliferation
von T-Zellen nach Stimulierung durch eine antigenprasentierende Zelle hemmen.
Abe und Thomson, 2003 geben einen detaillierten Uberblick ber die bisher bekann-
ten Wirkungen von Immunsuppressiva. Insbesondere der Aspekt eines Einflusses
auf DCs wird berucksichtigt.
Cyclosporin A unterdriickt die Signaltransduktion tUber den T-Zell-Rezeptor (TCR)
und fihrt dadurch zu einer reduzierten Expression von IL-2 und IL-4 (Liu et al.,
1991). Bei fehlendem IL-2 und IL-4 werden T-Lymphozyten nur wenig zur Proliferati-
on angeregt, was sich in einer reversiblen Hemmung der adaptiven Immunantwort
bemerkbar macht. Fir Maus DCs konnte gezeigt werden, dass Cyclosprin A zu einer
Runterregulation von Co-Stimulatorischen Molekulen fuhrt (Lee et al., 1999). Dies hat
zur Konsequenz, dass T-Zellen in geringerem Umfang stimuliert werden (Matsue et
al., 2002). Bezuglich humaner DCs wurde eine ahnliche Beobachtung gemacht, bei
der eine durch TNF-a induzierte Ausreifung durch Cyclosporin A inhibiert wurde (Du-
perrier et al., 2002).
Auf eine etwas andere Weise wie Cyclosporin A wirkt Mycophenolat (CellCept), de-
ren aktive Form die Mykophenolsaure (mycophenolic acid, MPA) ist. MPA hemmt
das Enzym Inosin-monophosphat-Dehydrogenase, welches zur Synthese von Purin
als Bestandteil von DNA ben6étigt wird (Sintchak et al., 1996). Ohne diesen Baustein
sind Lymphozyten nicht in der Lage zu proliferieren (Allison und Eugui, 2005). Bis-
lang konnte nur fir murine DCs nachgewiesen werden, dass Mycophenolat einen
negativen Einfluss auf die Reifung hat (Mehling et al., 2000).
Fur IS, die zur Klasse der Glucocorticoide gehdren (Dexamethason, Solu-Decortin)
gibt es zahlreiche Untersuchungen uber ihre entziindungshemmenden Eigenschaf-
ten. Die meisten Berichte beziehen sich dabei auf T-Zellen und Monozyten /
Makrophagen (Abe und Thomson, 2003). Was die Datenlage zum Einfluss auf hu-
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mane DCs anbelangt, so konzentrieren sich die Beobachtungen vor allem auf Dexa-
methason. Piemonti et al. fanden 1999 eine starke Beeinflussung der Expression von
Co-stimulatorischen Molekilen, wenn DCs unter Dexamethason Gabe generiert wur-
den. Des Weiteren war die Fahigkeit T-Zellen zu stimulieren deutlich herabgesetzt
(Woltman et al., 2000).

Ein detaillierter Uberblick tiber bislang bekannte Einfliisse von Immunsuppressiva auf
die Generierung, Reifung und Cytokinantwort von DCs findet sich in Hackstein und
Thomson, 2004.

2.9 Ziele der Arbeit

Eines der Ziele der hier vorliegenden Dissertation war es, ein Zellkultursystem zur
Anzucht des klinisch relevanten HCMV Stammes TB40E zu etablieren. Dies umfass-
te neben der Virusgewinnung und Virustiterbestimmung auch die Etablierung ent-
sprechender Immunfluoreszenzfarbungen zum Nachweis von mit HCMV infizierten
Zellen.

Das aus Fibroblasten gewonnene Virus sollte nach Konzentrierung verwendet wer-
den, um erfolgreich Immuneffektorzellen zu infizieren. Den Schwerpunkt bildeten da-
bei Infektionen von humanen DCs, die aus Monozyten in vitro generiert werden soll-
ten. Ziel dabei war es, ein besseres Verstandnis Uber die Interaktion zwischen dem
Virus und seiner Wirtszelle zu bekommen. Mittels RNAI sollte die Expression von
Rezeptoren, die im Verdacht standen, bei der Erkennung von HCMV wichtig zu sein
(TLR2, TLR3, TLR9, DC-SIGN), herunterreguliert werden. Diese Experimente sollten
naher Aufschluss dariiber geben, ob eine pro-inflammatorische Antwort nach HCMV
Infektion Uber einen dieser Rezeptoren vermittelt wird. Um die Methode der RNAI auf
DCs anzuwenden, war es Voraussetzung, ein geeignetes sSiRNA Transfektions-
system zu etablieren.

Desweiteren sollte die Frage beantwortet werden, ob es eine genetische Pradisposi-
tion fir eine erhbhte Empfanglichkeit fir HCMV gibt. Hierfur sollte genomische DNA
von Patienten nach Stammezelltransplantation genotypisiert werden, um so einen
maoglichen Zusammenhang zwischen Einzelbasenpolymorphismen (single nucleotide
polymorphism, SNP) in Genen, die beim Virus entry (s. 2.1.3) eine Rolle spielen, und
einem erhéhten Risiko fur eine HCMV Reaktivierung bzw. Erkrankung aufzudecken.

Analog zu den SNP-Analysen mit HCMV, sollten weitere Untersuchungen kléren, ob
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ausgesuchte SNPs in immunrelevanten Genen mit dem verstarkten Auftreten einer
IA bei stammzelltransplantierten Patienten assoziiert sind.

In Pilz-Infektionsexperimenten sollten A. fumigatus Keimschlauche mit DCs oder
Granulozyten inkubiert werden. Mit Hilfe von Microarray-Analysen sollte anschlies-
send ermittelt werden, welche Gene nach Kontakt mit A. fumigatus differentiell regu-
liert sind. Daran anknupfend war es das Ziel, besser zu verstehen, tber welche Re-
zeptoren eine Immunantwort in diesen Zellen ausgel6st wird. Da bislang fir humane
DCs noch nicht gezeigt wurde, ob TLRs oder andere Immunrezeptoren, wie z.B. DC-
SIGN, PTX-3 und Dectin-1 fur die Erkennung von Pilzen wichtig sind, sollte durch
den Einsatz von siRNA und Rezeptor-spezifischen Antikérpern untersucht werden.
Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, das Verhalten von DCs und Granulozyten un-
ter Einfluss von Immunsuppressiva (Cyclosporin A, Dexamethason, Cortison, Myco-
phenolat, RAD) naher zu beleuchten. Diese Untersuchungen sollten Aufschluss
dariiber geben, ob DCs in ihrer Fahigkeit zur Ausreifung, und ob der Oxidative Burst

von Granulozyten durch Immunsuppressiva beeinflusst wird.
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3 Material und Methoden

Der vorliegende Materialteil enthalt eine Auflistung Uber die verwendeten Gerate,

Verbrauchsmaterialien, Kits, Reagenzien, Losungen, Medien, Immunsuppressiva,

TLR-Liganden, Primer, Sonden, siRNAs und Antikorper.

3.1 Gerate

Gerat Bezeichnung Hersteller
Bioanalyzer Bioanalyzer 2100 Agilent
Brutschrank Heraeus BBD 6220 Thermo/Kendro
Cytospin-Einsétze Zyto-System Thermo/Kendro
Elektroporationsgerat EPI 2500 Fischer

ELISA Reader GENios FL Tecan
FACS-Gerét FACS Calibur Becton Dickinson
Fluoreszenz-Mikroskop Zeiss
Gefrierschranke -20C /-80C Liebherr / Heraeus
Gel-Dokumentationssystem Multiimage Light Cabinet Biozym
Gel-Kamera Alpha Innotech Biozym
Gel-Kammer Horizon 11.14 Biometra
LightCycler Instrument Light Cycler 1.5 Roche GmbH

MACS Magnete

Separation Columns LS

Miltenyi Biotec

Magnetrihrer Monotherm Variomag
MALDI-TOF Autoflex Bruker Daltonics
Microarray Chips HG-U133 Plus 2.0 human genome array Affymetrix
Microarray Hybridisierungsstation | Fluidics Station 450 Affymetrix
Microarray Scanner GeneChip Scanner 3000 Affymetrix
Mikroskope Eclipse 50i und TS100 Nikon
Mikrowelle MM 41568 Micromaxx
PCR-Geréat Mastercycler ep Eppendorf
pH Meter pH 211 Hanna Instruments
Photometer Nanodrop ND-1000 Peqlab
Pipetten Reference Eppendorf

(2,5 ul, 10 pl, 100 pi, 1000 pl)
Pipettierhilfe Pipetus-Akku Hirschmann

Prazisionswaage GF-200 A & D Instruments
Protein-Elektrophoresekammer Mini Protean Elektrophorese-System Biorad
Rontgenfilmentwickler M35 X-OMAT Processor Kodak
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Schuttler Duomax 1030 Heidolph
Semi-Dry Blotter Blue Flash M Serva
Sequenzierer ABI 3730 DNA Analyzer Applied Biosystems
Spannungsgerate Blue Power 500 Serva
Standard Power Pack P25 Biometra
SpeedVac SpeedVac Plus SC110A Savant
Sterilbank Herasafe HS18 Thermo/Kendro
Ultrazentrifuge Sorvall Discovery 90 SE Sorvall
Vortexer MS1 Minishaker IKA-Works, Inc.
Wasserbad Memmert WB7 Memmert
Zentrifugen Centrifuge 5415D und 5415R Eppendorf
Multifuge 3S und 3S-R Thermo/Kendro
Tabelle 3: Geréateliste.
3.2 Verbrauchsmaterialien
3.2.1 Labormaterialien
Verbrauchsmaterial Kennzeichen Hersteller
Cell Strainer 40 pm Nylon Becton Dickinson
Einfrierrdhrchen 2mi Roth
Elektroporationskiivetten 0,4 cm Elektrode Biorad

FACS-Ro6hrchen

5ml, 12 x 75 mm

Becton Dickinson

LightCycler Glaskapillaren

Roche GmbH

MACS-Trennsaulen

LS

Miltenyi Biotec

MT-Platten

6 Well / 24 Well / 96 Well

Becton Dickinson

Objekttrager

Hartenstein

Pasteurpipetten

einzeln steril verpackt

Hartenstein

Pipettenspitzen

10 pl, 100 pl, 1000 pl

Zentrallager

Reaktionsgefalie

0,2ml/1,5ml/2 ml Tubes

15 ml / 50 ml Falcontubes

Hartenstein

Réntgenfilme

Super RX, 18x24 cm

Kodak

Serologische Pipetten

Iml/5ml/10ml/25 ml

Hartenstein

Transfermembran Nitrocellulose Schleicher & Schuell
UZ Rohrchen 25x89 mm Beckmann
Whatman Papier 85 x 110 mm Schleicher & Schuell

Zellkulturflaschen

25 cm?, 75 cm?, 175 cm®

Hartenstein

Tabelle 4: Liste Uber die verwendeten Verbrauchsmaterialien.

31




Material und Methoden

3.2.2 Kits
Kit Hersteller
Agilent RNA 6000 Nano Kit (Bioanalyzer) Agilent

Big Dye Sequenziermix

Applied Biosystems

GeneChip U133 Plus 2.0 Set Affymetrix
Genostrep 96 Kit (Primer Extension) Bruker
Human IL-12+p40, TNF-a Cyto Set (ELISA) Biosource
Light Cycler FastStart DNA Master Hybridization Probes Roche GmbH
Light Cycler Primer Set Human Interferon-a und Human Interferon-8 | Search LC
LightCycler h-ALAS Housekeeping Gene Set Roche GmbH
PCR Kit Peglab
One-Cycle / Two-Cycle Labeling Kit Affymetrix
QlAshredder Qiagen
Qproteome Mammalian Protein Preparation Kit Qiagen
Quantitect Reverse Transcription Kit Qiagen
RNeasy Mini Kit Qiagen
Tabelle 5: Auflistung der eingesetzten Kits.

3.2.3 Reagenzien

Reagenz Hersteller
Aceton Sigma

ACK Lysepuffer Cambrex
Agarose Roth

Alexa Phalloidin Sigma

Alkalische Shrimp Phosphatase (SAP)

USB Corporation

Ammoniumpersulfat (APS) Roth
BCIP/NBT Tabletten (AP-Substrat) Sigma
B-Mercaptoethanol Sigma
Blocking Reagenz (BSA) Boehringer

Coomassie Invitrogen / Biorad
DAPI Sigma
Dichlorfluorescin Sigma

DMSO 99,5% Sigma
DNA-Leiter (100 bp) Invitrogen

ECL Western Blotting

Amersham Bioscience

EDTA

Sigma

Elektrophoresepuffer fiir SDS-Page (10x)

Roth
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Essigsaure Roth
Ethanol 100% Roth
Ethidiumbromid Sigma

Evans Blue

Viva Diagnostika

Exonuclease | (Exol)

BioLabs GmbH

FACS Flow / Rinse / Safe

Becton Dickinson

FCS Sigma
FICOLL Biochrom AG
FITC Sigma

Fluokeep Eindeckmedium

Viva Diagnostika

Formaldehyd 37%

Polysciences Inc.

Formaldehyd 4%, neutral gepuffert Sigma
Formamid Sigma
Gel Ladepuffer (blue juice) Invitrogen

Gelstar

Biozym Diagnostik GmbH

Gentamycinsulfat (Refobacin® 80 mg)

Merck

Glutamin (200mM)

Cambrex

Glycerin

Roth

HBSS Hanks’ Balanced Salt (1x)

GIBCO, Invitrogen Corp.

LPS (ultrarein)

Sigma (Invivogen)

MEM Medium Cambrex
Methanol J.T Baker
Natriumacetat Roth
Natronlauge 2N Roth
NEAA (100x) Cambrex
Paraformaldehyd Roth
PBS (10x) Sigma
PMA Sigma

Polyacrylamid

Roth / Biorad

Polymorphprep 1,077 g/ml

Progen Biotechnik GmbH

Ponceau Sigma
Protein Ladepuffer Serva
Proteinmarker Peqglab
Refobacin Merck

RPMI 1640 Medium (+ Glutamaxx)

GIBCO, Invitrogen Corp.

Salzsaure 2N

Roth

SDS Roth
TAE-Puffer (10x) Invitrogen
TBS 10x Biorad
TEMED Roth
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TNF-a R&D Systems
TRIS-hydrochlorid Roth

Triton X 100 Sigma
Trypanblau 0,4 % Sigma
Trypsinlésung Cambrex
Tween 20 Sigma

Tabelle 6: Reagenzienliste. Eine Liste der verwendeten Abkirzungen findet sich unter Abschnitt 7.1.

3.2.4 LoOsungen und Puffer

Ldsung / Puffer

Einzelkomponenten

Assay Puffer fur ELISA (TNF-a und IL-12)

(Die Einzelkomponenten wurden aus dem Institut fur Hygiene und Mikrobiologie des
Universitatsklinikums Wurzburg bezogen.)

8,0 g NaCl
1,42 g Na,HPO, 2H,0
0,2 g KH,PO,
0,2 g KClI
5,0 g BSA
1 ml Tween 20
Auffillen auf 1 | mit H,O, pH 7.4

ATV

(Die Einzelkomponenten wurden aus dem Institut fir Virologie des Universitatsklini-
kums Wirzburg bezogen.)

0,4 g KCI (Merck)
8 g NaCl (Merck)
0,5 g Trypsin 250
0,2 g EDTA
1 g D-Glucose (Merck)
0,58 g NaHCO3; (Merck)
Auffillen mit H,O auf 1 Liter

Coating Puffer flr ELISA (TNF-a und IL-12)

(Die Einzelkomponenten wurden aus dem Institut fur Hygiene und Mikrobiologie des
Universitatsklinikums Wirzburg bezogen.)

8,0 g NaCl
1,42 g Na,HPO, 2H,0
0,2 g KH,PO,
0,2 g KCI
Auffullen auf 1 | mit H,O, pH 7.4

Fixierlésung fir pp65-Farbung

(Die Einzelkomponenten wurden aus dem Institut fur Virologie des Universitatsklini-
kums Wurzburg bezogen.)

100 ml Formaldehyd 37%
40 g Saccharose
Auffillen mit PBS auf 1 Liter

Permeabilisierungslésung fir pp65-Farbung

(Die Einzelkomponenten wurden aus dem Institut fir Virologie des Universitatsklini-
kums Wirzburg bezogen.)

10 ml NP40
200 g Saccharose
20 ml FCS
Auffullen mit PBS auf 1 Liter

Ponceau-Ldsung

0,1% Ponceau
5% Essigsaure

SDS-Ladepuffer

200 mM Tris pH6.7
15% Glycerin
6% SDS
0,03% Bromphenolblau
10% B-Mercaptoethanol (vor
Gebrauch frisch zugeben)

Waschpuffer fur ELISA (TNF-a und IL-12)

(Die Einzelkomponenten wurden aus dem Institut fur Hygiene und Mikrobiologie des
Universitatsklinikums Wirzburg bezogen.)

9,0 g NaCl
1 ml Tween 20
Auffillen auf 1 | mit H,O, pH 7.4

Tabelle 7: Rezepturen zur Herstellung der verwendeten Lésungen und Puffer.
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3.2.5 Medien
Medium Einzelkomponenten
Bierwurzeplatten zur Kultivierung von A. fumigatus Bierwirze
(hergestellt vom Institut fir Hygiene und Mikrobiologie des Universitéatsklinikums Wurz-
burg)
MEM-Medium (fur MRC5-Zellen) 500 ml MEM

10% FCS

2 mM Glutamin
1x NEAA

1,5 ml Refobacin

RPMI-Medium (ohne Cytokine)

500 ml RPMI 1640
10% FCS
1,5 ml Refobacin

Tabelle 8: Rezepturen zur Herstellung der verwendeten Medien.

3.2.6 Cytokine und Immunsuppressiva

Klinische Immunsuppressiva Stammldsung Hersteller
CellCept (Mycophenolat) 1 mg/ml Hanks Roche
Everolimus )
(RAD 40-0-(2-hydroxyethyl-9-rapamycin) 1 mg/ml 100% Ethanol Novartis
Fortecortin (Dexamethason) 1 mg/ml Hanks Merck
GM-CSF (Leukine) 250 pug/ml Hanks Berlex
Interleukin 4 10 pg/ml Hanks R&D Systems
Mycophenolsaure (MPA) 1 mg/ml Hanks Novartis
Sandimmun (Cyclosprin A) 1 mg/ml Hanks Novartis
Solu-Decortin (Cortison-Derivat) 1 mg/ml Hanks Merck

Tabelle 9: Cytokin- und Immunsuppressivaliste. Die klinischen Immunsuppressiva, mit Ausnahme von
Mycophenolat und Everolimus, wurden aus dem Stammzellzentrum des Universitatsklinikums Wrz-

burg von Herrn Dr. Grigoleit bezogen.

3.2.7 TLR-Liganden

TLR Ligand Hersteller
TLR2 Zymosan Invivogen
TLR3 poly I:C Invivogen
TLR4 LPS . Sjgma
LPS ultrarein Invivogen
TLR9 CpG DNA (5'- GGGGGACGATCGTCGGGGGG -3) Invivogen

Tabelle 10: Auflistung der verwendeten TLR-Liganden.
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3.2.8 Primer
Die Primer zur Analyse der beiden SNPs in DC-SIGN wurden bei der Firma BioTeZ

GmbH (Berlin-Buch) bestellt. Alle Gbrigen Primer und Sonden wurden von der Firma
TIB MOLBIOL (Berlin) bezogen. In den folgenden Tabellen sind diese in 5’-3" Rich-

tung aufgelistet.

Rezeptoren, Signaltransduktion und Cytokine
Gen Primer Sequenz (5’-3))
Card-9 Card-9 F AGG CTC AGG CGG CAG CA
Card-9 R CCT GGT GCA GAG CTG CAA
cCL20 CCL20 F CTG TCT TGG ATA CAC AGA CCG TA
CCL20R GGT TCT TTC TGT TCT TGG GCT A
CXCL10 CXCL10 F ACG TGT TGA GAT CAT TGC TAC AA
CXCL10R GAT TTT GCT CCCCTCTGG T
CXCLLL CXCL11F GGC TGT GAT ATT GTG TGC TAC A
CXCL11R TCG ATT TGG GAT TTA GGC A
DC-SIGN DC-SIGN F CTG AGG AGC AGA ACT TCC TAC A
DC-SIGN R GCAAGATTACATTTGTCGTCG T
Dectin.1 Dectin-1 F GCT ATATCT ATT CAG GGG CTC TC
Dectin-1 R ATT ACC AAG CAT AGG ATT CCC A
h-Alas h-Alas F AAT GAG TCG CCA CCC ACG
h-Alas R CAG CTC CCG CTC TAA GTC CA
IEN-q IFN-a F CTG GGA GGT TGT CAG AGC AG
IFN-a R CAT AGT TAT AGC AGG GGT GAG AGT CT
IFN-B IFN-B F GCC GCA TTG ACC ATC TAT GAG A
IFN-B R GAG ATC TTC AGT TTC GGA GGT AAC
L6 IL-6 F CGC AGA ATG AGA TGA GTT GTC
IL-6 R CTT TTG GAG TTT GAG GTATAC CTA G
L8 IL-8 F TCC AGA CAG AGC TCT CTT CCATC
IL-8 R TCT TGG CAG CCTTCCTGATT
IL-10 IL-10 F AGC TGA GAA CCA AGA CCC AGA
IL-10 R GGG CTG GGT CAG CTATCC
IL-12p40 IL-12 F CTC GTG GCC ATATGG GAA C
IL-12 R TGG CCAGCATCT CCAAACT
MyDS8 MyD88 F TCC GGC GGCACCTCTT
MyD88 R TGA CCC CCT GGG GCA TAT
PTX.3 PTX-3F CGT CGT CCG TGG CTT GC
PTX-3 R TCC CAC TGA GGA CCC CAC
Rantes Rantes F CGG CAC GCC TCG CTG TCATC
Rantes R GCA AGC AGA AAC AGG CAA AT
TLR? TLR2 F TGT CTT GTG ACC GCA ATG GTA
TLR2 R GCT TGA ACC AGG AAG ACG AT
TLR3 TLR3 F GAT GAA ATG TCT GGA TTT GGA CTA
TLR3R GTT AGC TGG CTATAC CTT GTG A
TLRA TLR4 F GGA GCC CTG CGT GGA GA
TLR4 R TAT GCC CCA TCT TCA ATT GTC
TLRY TLRO F CCC CCC AGC ATG GGT TT
TLR9 R ACA AGG AAA GGC TGG TGACAT T
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TNF-a TNF-a F GGC GTT TGG GAA GGT TGG AT
TNF-a R CTC TGG CCC AGG CAG TCA GA
SNP-Analysen
SNP Primer Sequenz (5’-3)
EGFR EGFR F CCA CAC TGA CGT GCCTCTC
rs10251977 EGFR mis GAA GGG CAT GAG CTG AGT G
EGFR EGFR F CCG AGA GCT GCT GGA GC
rs11543848 EGFR R AAC AAC CTG GAG CCT TAT TTT TG
DC-SIGN mis GGG TAG GGA TCT GTC ATA CAA
252?7'336 DC-SIGN A TCC TTC TCC CTG TCA ACC
DC-SIGN Ext. 2 Biotin — GCT CTG ATG CTT LCC ACT AG
DC-SIGN S CAG CAA TGA AAA AGC AAA GT
55(7:'385'2(% DC-SIGN A ATT CTG AGT CTC CTT CAAAGG T
DC-SIGN Ext. 1 Biotin — GTA CAC ACT GTAAGA TTL GAT TTT
ITGB3 ITGB3 F TCC AGG TGA GCT TCAGCATT
rs5921 ITGB3 R AAC GGC ATA CCC CAC ACT C
ITGB3 ITGB3 F TCC AAT CTT GAG TCC CAT ACA
rs12709459 ITGB3 R CTT GCC ATT TCC CGT TT
SDC2 SDC2 F CCA GCA TTT TGA AAG AAC
rs1042381 SDC2 R TGT CTG AGC AGG TAT CTT G

Tabelle 11: Primerliste. Fett markiert sind eventuell vorhandene Mismatch-Basen. Die beiden Primer
DC-SIGN Extension (Ext.) 1 und DC-SIGN Ext. 2 zur SNP Analyse von DC-SIGN sind Biotin-markiert
und enthalten einen Photolinker, der mit L gekennzeichnet ist. An dieser Stelle wurde der Primer

durch UV-Bestrahlung gespalten (s. 3.6.10).

3.2.9 Sonden
Rezeptoren, Signaltransduktion und Cytokine
Gen Sonde Sequenz (5’-3))
Card-9 Card-9 FL TGA GAG CTC CTG GGA CCT CCT G
Card-9 LC TGA GCC ATC TTC CAG GTC GGA GC
cCL20 CCL20 FL GTT GTC TGT GTG CGC AAA TCC AAA
CCL20 LC CAG ACT TGG GTG AAA TAT ATT GTG CGT C
CXCL10 CXCL10 FL AGT AAATTC TTG ATG GCC TTC GAT TCT
CXCL10LC GAT TCA GAC ATC TCT TCT CAC CCT TCT TTT
CXCL11 CXCL11 FL TGC TTT TAC CCC AGG GCC TAT GC
CXCL11LC GAC AGC GTC CTC TTT TGA ACA TGG
DC-SIGN DC-SIGN FL TGT TGC CCA GCT TCA AGC AGT A
DC-SIGN LC GGA ACA GAG GAG AGC CCA ACA AC
Dectin.1 Dectin-1 FL CAA TTA CAC TTC GAC TCT CAA AGC AAT
Dectin-1 LC CCA GGA TAG CTG TTG TTT CAG AG
h-Alas h-Alas FL CCT GCC CCA GCA CCATGT TGT TTC
h-Alas LC GTG TCC ATA ACT GCC CCA CAC ACC
IEN-q IFN-a FL TCA ACA AAC TTG CAA GAA AGA TTA AGG A
IFN-a LC GGA ATA ACA TCT GGT CCA ACA TGA AAA CAATT
IFN-B IFN-B FL AGC CAG GAG GTT CTC AAC AAT AGT CTC AT
IFN-B LC CCA GCC AGT GCT AGATGAATCTTGTCT G
L6 IL-6 FL TAG ATG CAA TAA CCA CCC CTG ACC CA
IL-6 LC CCA CAA ATG CCAGCC TGC TGA C
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L8 IL-8 FL GAC ATC TAAGTT CTT TAG CAC TCC TTG GCA
IL-8LC AAC TGC ACC TTC ACA CAG AGC TGC
IL-10 IL-10 FL CGG CGC TGT CATCGATTTCTTCCCT
IL-10 LC TGA AAA CAA GAG CAA GGC CGT GGA GC
IL-12p40 IL-12 FL GGT CCT CAC CTG TGA CAC CCC TGA
IL-12 LC AAG ATG GTA TCA CCT GGA CCT TGG ACC
MyD88 MyD88 FL TCC TGC ACA AAC TGG ATG TCG CT
MyD88 LC GGC AAT AGC AGA TGA AGG CAT CGA A
PTX.3 PTX-3 FL CTC TCT CAT CTG CGA GTT CTC CAG CAT GAT G
PTX-3LC AGA GCT TGT CCC ATT CCG AGT GCT CCT
Rantes Rantes FL CCC GTG CCC ACA TCA AGG AGT AT
Rantes LC CTACACCAGTGG CAAGTGCTCCAAC
TLR2 TLR2 FL CTA CAG AGG TGT GTG AAC CTC CAG GC
TLR2 LC CTG GTG CTG ACA TCC AAT GGA ATT AAC
TLR3 TLR3 FL AAG TGC ACT GTT AGC CAT GAA GTT GC
TLR3LC GAC TGC AGC CAC CTG AAG TTG ACT
TLR4 TLR4 FL CCC TTC ACC CCG ATT CCATTG CT
TLR4 LC CTT GCT AAATGC TGC CGT TTT ATC ACG
TLR9 TLRY FL GGT GAA CTG CAA CTG GCT GTT CCT
TLR9 LC AGT CTG TGC CCC ACT TCT CCA TGG
TNE-a TNF-a FL GCATTG GCC CGG CGG TTC
TNF-a LC CCACTGGAG CTGCCCCTICAGCT
SNP-Analysen
SNP Sonde Sequenz (5’-3))
EGFR Sensor A ACC TCC ACC GTG CAA CTC AT
rs10251977 Anchor EGFR CGC CTG CTG GGC ATCTGC CT
EGFR Sensor A AGC CCA AGG ACT GCG TCT CT
rs11543848 EGFR Anchor GCC GGA ATG TCA GCC GAG GCA
ITGB3 Sensor mut CAA GGA CAG CCT GAT CAT CCAGGT C
rs5921 Anchor ITGB3 CCT TTG ATT GTG ACT GTG CCT GCC AGG
ITGB3 Sensor mut CCG TTC TAA AGT CGA GCT GGA A
rs12709459 Anchor ITGB3 TGC GTG ACC TCC CTG AAG AGT TGT C
SDC2 SDC2 mut GAG CTG ACA ACA ACT CGA CC
11042381 SDC2 mut short GCT GAC AAC AAC TCG ACC
SDC2 Anchor CTT CCA AAGATA CTG TTG ACT AGT GCT GC

Tabelle 12: Sondenliste. Fett markiert sind eventuell vorhandene Mismatch-Basen.

3.2.10 siRNAs

Die siRNA-Duplexe wurden von QIAGEN mit Hilfe eines Algorithmus von Novartis

entworfen und synthetisiert. Alle siRNAs waren jeweils 21 bp lang und besafl3en am

5-Ende einen zwei Nukleotid langen Uberhang. In den meisten Fallen waren die

siRNAs so konstruiert, dass sie einen anderen Bereich abdeckten als der, der spater
mittels RT-PCR amplifiziert wurde (s. 7.4). Folgende siRNA’s wurden von QIAGEN

bezogen:
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SiRNA Sense / Antisense Sequenz

r(GGU CAU CCG CAA ACG GAA A)dTdT
r(UUU CCG UUU GCG GAU GAC C)dAdG
r(GUA AGG ACU CCA AGA UGU A)dTdT
r(UAC AUC UUG GAG UCC UUA C)dGdT
[(GGA ACG ACG ACA AAU GUA A)dTdT
r(UUA CAU UUG UCG UCG UUC C)dAdG
r(AAC UUA UUU CAG AUC AGA A)dTdT
r(UUC UGA UCU GAA AUA AGU U)dAdG
r(CUG UGG AAU UCA AAG GAU A)dTdT
r(UAU CCU UUG AAU UCC ACA G)dCdT
r(GGA UAG CUG UUG UUU CAG A)dTdT
r(UCU GAA ACA ACA GCU AUC C)dTdG
r(GGU UGA ACU ACU UAA GCU U)dTdT
[(AAG CUU AAG UAG UUC AAC C)dAdG

Card-9 siRNA (1)

Card-9 siRNA (2)

DC-SIGN siRNA

Dectin-1 siRNA (1)

Dectin-1 siRNA (2)

Dectin-1 siRNA (3)

Dectin-1 siRNA (4)

MyD88 siRNA von Qiagen nicht bekanntgegeben
(validiert)
) r(GGG AUA GUG UUC UUA GCA A)dTdT
PTX-3 siRNA
r(UUG CUA AGA ACA CUA UCC U)dAdG
] r(GGG CAG UCU UGA ACA UUU A)dTdT
TLR2-1siRNA
f((UAA AUG UUC AAG ACU GCC C)dAdG
] r(GCA ACU CAA AGA ACU UUA U)dTdT
TLR2-2 siRNA
f(AUA AAG UUC UUU GAG UUG C)dGdG
] r(GCA CAA UGA GCU AUC UCA A)dTdT
TLR3-1 siRNA
r(UUG AGA UAG CUC AUU GUG C)dTdG
) r(GAG UUA GAU AUG CGC UUU A)dTdT
TLR3-2 siRNA
r(UAA AGC GCA UAU CUA ACU C)dAdG
) r(AGG UGG GCA UUU CAA CCA A)dTdT
TLR4-1 siRNA
r(GAU UAG CAU ACU UAG ACU A)dTdT
) r(UUG GUU GAA AUG CCC ACC U)dGdG
TLR4-2 siRNA
f((UAG UCU AAG UAU GCU AAU C)dGdG
] r(GCA ACU GUU AUU ACA AGA A)dTdT
TLR9-1 siRNA
r(UUC UUG UAA UAA CAG UUG C)dCdG
] r(AGC UUA ACC UGU CCU UCA A)dTdT
TLR9-2 siRNA

r(UUG AAG GAC AGG UUA AGC U)dTdG
r(UUC UCC GAA CGU GUC ACG U)dTdT
r((ACG UGA CAC GUU CGG AGA A)dTdT

non-silencing siRNA

Cy3-markierte siRNA unbekannt

Tabelle 13: Ubersicht tiber die verwendeten siRNAs unter Angabe der jeweiligen Sequenz in sense
und antisense Orientierung, einschlieRlich der zwei Nukleotid langen Uberhange.
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3.2.11 Antikorper

FACS Antikorper Konjugation Herkunft Verdinnung
IgG; Isotypkontrolle (Becton Dickinson) PE

1gG,, Isotypkontrolle (Becton Dickinson) FITC

1gG,, Isotypkontrolle (Becton Dickinson) PE

a-CDla 1gG;, (DakoCytomation) FITC

a-CD14 1gG,, (Becton Dickinson) FITC

a-CD40 1gG; (Immunotech) PE

a-CD80 IgG; (Becton Dickinson) PE Maus 2 ul/ 1x10° Zellen
a-CD83 1gG; (Becton Dickinson) PE

a-CD86 1gG; (Becton Dickinson) PE

a-IFN-y 1gG; (Becton Dickinson) PE

a-TLR2 1gG,, (Ebioscience) FITC

a-TLR3 1gG; (Ebioscience) PE

a-TLR4 1gG,, (Ebioscience) PE

Primare Antikdrper Konjugation Herkunft Verdinnung
a-B-Actin (Sigma) - Maus 1 pg/mi
a-CD14 (Miltenyi) Microbeads Maus 150 ul / 1x10° PBMCs
a-Dectin-1 1gG,g (R&D) - Maus 1 pg/mi
a-l1E (DakoCytomation) - Maus 1:20
a-pp65 (Argene) - Maus 1:20
a-TLR2 1gG (Imgenex) - Kaninchen 1 pg/mi
a-TLR4 1gG,, (Imgenex) - Maus 1 pg/mi
IgG Isotypkontrolle (R&D) - Kaninchen 1 pg/mi
IgG,p Isotypkontrolle (R&D) - Maus 1 pg/mi
Sekundare Antikorper Konjugation Herkunft Verdiinnung
a-Maus IgG (Sigma) AP Ziege 1:3.000
a-Maus 1gG fir IE-Féarbung (DakoCyto- FITC Ziege 1:20
mation)

a-Maus IgG fir pp65-Farbung (Argene) FITC Ziege 1:200
a-Maus 1gG (Biorad) HRP Ziege 1:3.000
a-Kaninchen 1gG (Biorad) HRP Ziege 1:3.000

Tabelle 14: Auflistung der verwendeten Antikdrper unter Angabe der Konjugation, der Herkunft und

der eingesetzten Verdinnung.
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3.3 Arbeiten mit HCMV

3.3.1 Kultivierung von humanen Fibroblasten

HCMV kann in verschiedenen Wirtszellen angeziichtet werden. Vorzugsweise wer-
den hierfir humane Vorhautfibroblasten (HFF) von Neugeborenen oder MRC5-Zellen
verwendet. Erstere sind zwar gunstiger in der Anschaffung, aber auch schwieriger zu
bekommen. Daher wurde auf MRC5-Zellen, die bei Sigma bestellt wurden, zuriick-
gegriffen. Bei den MRC5-Zellen handelt es sich um humane Lungenfibroblasten, die
in MEM-Medium mit 10% FCS plus 2 mM Glutamin, Refobacin und nicht-essentiellen
Aminosauren (NEAA) kultiviert wurden. Die genauen Angaben zu den verwendeten
Medien und Losungen befinden sich im Materialteil in den Abschnitten 3.2.3 bis
3.2.5.

Neu bestellte MRC5-Zellen von der Firma Sigma befanden sich zwischen Passage
20 und 22 in einer 25 cm? Zellkulturflasche, die vollstandig mit Medium gefillt war.
Zunéchst wurde das Medium bis auf ca. 20 ml abgegossen und die Zellen bei 37T
im Brutschrank bis zum né&chsten Tag ruhen gelassen. Um die Zellen zu vermehren
und in gréRere Flaschen zu passagieren, wurden je nach GroéRRe der Zellkulturfla-
schen, definierte Mengen an ATV bzw. Trypsinlésung zugegeben (s. Tabelle 15) und
fur 10-15 min bei 37<C inkubiert. Zwischendurch wur de die Zellkulturflasche zur bes-
seren Ablésung der Zellen geschwenkt und die Zellen unter dem Mikroskop dahin-
gehend kontrolliert, ob sie sich vollstandig abgelost und abgerundet hatten. An-
schlieBend wurden die Zellen mit der Pipette gemischt und in neue Zellkulturflaschen
Uberfuihrt. Vor der Kultivierung der Zellen im Brutschrank wurden folgende Mengen
an Medium zugegeben:

Zellkulturflasche ATV Medium
25 cm? 2ml 7 ml
80 cm? 6 ml 20 ml
175 cm? 12 ml 40 ml

Tabelle 15: Mengenangabe fur ATV bzw. Trypsinlésung und Medium zur Kultivierung von MRC5-
Zellen in verschieden groRen Zellkulturflaschen.

Die Zellen wurden jeden Tag unter dem Mikroskop auf Zustand und Dichte beurteilt
und nach 2-3 d erneut passagiert.
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Praktischerweise konnten die MRC5-Zellen bei -80C eingefroren und bis zur weite-
ren Verwendung gelagert werden. Hierfur wurden die Zellen zun&chst mit ATV abge-
I6st, in ein 50 ml Falcon R6hrchen Uberfthrt, mit Medium auf 30 ml aufgefillt und die
Zellzahl ermittelt (s. Abschnitt 3.5.2). In der Zwischenzeit wurden die Fibroblasten bei
1.300 rpm fiir 10 min zentrifugiert, dekantiert und auf Eis gestellt. Zu je 5 x 10° Zellen
wurde jeweils 1 ml kaltes Medium mit 10% DMSO zugegeben und die Zellen rasch in
1 ml Aliquots bei -80C eingefroren.

Um die Zellen wieder aufzutauen, wurden diese in ein 37C Wasserbad gestellt und
dann in ein 50 ml Falcon Uberfuhrt, das vollstandig mit Medium gefullt wurde. Nach
einem Zentrifugationsschritt bei 1.300 rpm fir 10 min, wurde dekantiert und die Zel-
len in 20 ml Medium aufgenommen und in eine 80 cm? Zellkulturflasche gegeben.

3.3.2 Anzucht von HCMV in Fibroblasten

Der Klinisch relevante HCMV Stamm TB40E wurde vom Institut fir Virologie der Uni-
versitat Tubingen (Dr. Riegler) und der Universitat Erlangen (Prof. Mach) bezogen
und fir die im Rahmen dieser Dissertation durchgefiihrten Experimente in MRC5-
Zellen vermehrt. Dazu wurden die MRC5-Zellen in einer 175 cm? Zellkulturflasche bis
zu einer Dichte von ca. 80-90 % vermehrt und dann das Medium abgegossen. Die In-
fektion erfolgte durch Zugabe von 3 ml Medium plus 4 ml Viruslosung, welche zuvor
gemischt und mit einer Spritze resuspendiert wurde. Es folgte eine Inkubation fur
mindestens 2 h bei 37<C, wobei alle 15 min, die Zel Ikulturflasche geschwenkt wurde,
um eine gleichmafige Infektion der Zellen zu gewahrleisten. Nach 2 h wurde mit Me-
dium auf ca. 40-50 ml aufgefillt und die Zellen im Brutschrank fir 7-10 d weiterkulti-
viert. Sobald 90% der Zellen einen CPE zeigten, wurde der Mediumuberstand mit
dem Virus abgenommen und vorhandene Zelltrimmer durch Zentrifugation bei 3.000

rpm fir 10 min entfernt. Der Virus-Stock wurde in 2 ml Aliquots bei -80CT gelagert.

3.3.3 Viruskonzentrierung

Um Immunzellen mit einer genigend groRen Effizienz zu infizieren, bedurfte es einer
Konzentrierung der Virussuspension. Dazu wurde der Mediumuberstand mit den ext-
razellularen Viruspartikeln bei 23.000 rpm (~ 80.000 g) fur 70 min bei 10 in der Ult-
razentrifuge konzentriert. Nachdem das Medium abgeleert wurde, wurde jedes Vi-

ruspellet in 250 ul Medium aufgenommen. Das derart gewonnene Viruskonzentrat
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wurde mit der Spritze resuspendiert und konnte entweder in 100 pl Aliquots bei -80C
gelagert oder direkt zur Infektion verschiedener Immunzellen verwendet werden.

Um die Virusausbeute zu erhdéhen wurde parallel zur Konzentrierung des Zell-
Uberstandes ein Zellaufschluss durchgefihrt, um intrazellulare Viruspartikel zu ge-
winnen. Hierfur wurden die Zellen mit Trypsin behandelt, in Medium aufgenommen
und fur 60 min bei 10.000 rpm und 10T abzentrifugi ert. Das Zellpellet wurde in 5 ml
Medium aufgenommen und in Einfrierrdhrchen tberfuhrt. Durch dreimaliges Einfrie-
ren fur 5 min in flissigem Stickstoff und Wiederauftauen bei 37 fur 5 min, erfolgte
der Zellaufschluss. Das Lysat wurde fur 10 min bei 3.000 rpm zentrifugiert und der
Uberstand mit den freigesetzten Viren analog zur Ernte von extrazellularen Partikeln

konzentriert.

3.3.4 Virustitration nach der Endpunktverdiinnungsme thode

Zur Bestimmung der infektidsen Einheiten des Viruskonzentrates wurden zunéchst
1,5 x 10* MRC5-Zellen / Well / 200 pl Medium in einer 96-Well-Platte (N kultiviert.
Am nachsten Tag wurde das Medium abgezogen und 100 pl Virusverdiinnung (Drei-
fachbestimmungen: 10*-10® in Medium) fur 4 h zugegeben. AnschlieBend wurde
das Medium abgenommen, durch 200 pl frisches Medium ersetzt und UN inkubiert.
Direkt in der 96-Well Platte erfolgte der Infektionsnachweis durch eine IE-Farbung,
indem die Zellen mit 200 ul Hanks fir 5 min gewaschen und mit Ethanol fir 15 min
fixiert wurden. Nach einem 5 minttigen Waschschritt mit Hanks wurde je 50 pl IE-Ak
(2:20 mit Hanks verdunnt) fir 1 h bei 37C zugegebe n. Danach wurde dreimal mit
Hanks gewaschen und die Zellen in je 50 pl sek. Ak (1:20 verdunnt) fur 1h bei 37C
inkubiert. Nach dreimal Waschen wurde fur 15 min an der Luft getrocknet und die
einzelnen Wells am inversen Fluoreszenzmikroskop auf positiv und negativ beurteilt.
Die Anzahl der infektiosen Partikel der Stammsuspension ermittelte sich aus der letz-
ten Verdunnung, in der noch wenige Kerne in der Immunfluoreszenz positiv waren,
nach der der Methode von Reed und Munch, 1938.

3.3.5 Infektion von Immunzellen

Zu 1 x 10° Immunzellen / Well wurde Viruskonzentrat in einer MOI von 10 zugege-
ben. Nach einer Infektionszeit von 2 h im Brutschrank wurden die Zellen aufgenom-

men, bei 1.300 rpm fur 10 min abzentrifugiert und mit Hanks-Puffer gewaschen. Da-
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nach wurden die Zellen mit 1 ml frischem Medium versetzt und fiir 24 h bis zur weite-

ren Analyse kultiviert.

3.3.6 Cytospin-Praparation und Immunfluoreszenzfarb  ungen

Zur Ermittlung, wie viele Immunzellen mit HCMV infiziert waren, wurden zuerst ge-
eignete Praparate hergestellt: 2 x 10° Zellen / 100 pl wurden entweder mittels Cy-
tospin-Zentrifuge bei 900 rpm, fir 3 min auf Objekttrager aufzentrifugiert, oder auf 8-
Feld Objekttrager aufgetropft. Die derart hergestellten Praparate wurden fur 1h bei
37 oder UN bei RT getrocknet.

Der Nachweis der Infektion wurde mittels zwei verschiedenen Immunfluoreszenz-
farbungen (IE- und pp65 Farbung) durchgefihrt. Bei der IE-Farbung wurden die Zel-
len fir 10 min bei -20T in Aceton fixiert und an d er Luft getrocknet. 50 pl a-1E Anti-
korper (s. 3.2.11) wurde in einer 1:20 Verdinnung in PBS zugegeben und bei 37C
in einer feuchten Kammer fur 1h inkubiert. Daraufhin wurde je einmal fur 5 min mit
PBS + 0,1% Tween und PBS gewaschen. Die Inkubation des sekundaren Antikor-
pers (1:20 Verdunnung in PBS, plus 1% Evans Blue, s. 3.2.11) erfolgte ebenfalls fur
60 min bei 37C. Vor seiner Verwendung wurde der angesetzte Antikérper kurz
zentrifugiert, um maogliche Kristalle, die sich in der Evans Blue-Losung befinden, zu
entfernen. Evans Blue ist ein Farbstoff, der das Cytoplasma der Zellen rétlich anfarbt.
Vor dem Eindecken mit Fluokeep wurde genauso gewaschen wie nach der
Inkubation mit dem primaren Antikorper.

Bei der pp65-Farbung wurde, wie folgt beschrieben, vorgegangen: anfangs wurden
die Zellen fir 10 min fixiert und fir 5 min permeabilisiert. Die hierfir verwendeten L6-
sungen sind unter Abschnitt 3.2.3 detailliert beschrieben.

Nach einem 5-minutigem Waschschritt in PBS (+ 1% FCS) wurde 50 pl primarer a-
pp65 Antikdrper (s. 3.2.11) in einer 1:20 Verdinnung zugegeben und fur 45 min in
einer feuchten Kammer bei 37T inkubiert. Dann wurd e zweimal mit PBS (+ 1%
FCS) fur je 5 min gewaschen und der sekundéare Antikdrper (s. 3.2.11) in einer 1:200
Verdinnung (+ 1% Evans Blue) hinzugefiigt. Nach 45 min Inkubation wurde erneut
zweimal mit PBS (+ 1% FCS) gewaschen und die Praparate mit Fluokeep einge-
deckt. Samtliche Praparate konnten bei -20C eingefroren und zur Betrachtung am

Fluoreszenzmikroskop erneut aufgetaut werden.
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3.4 Arbeiten mit Aspergillus fumigatus

A. fumigatus Konidien und Keimschlauche (Stamm: ATCC 9197) wurden im Institut
fur Hygiene und Mikrobiologie der Universitat Wirzburg hergestellt.

Zur Praparation von A. fumigatus Konidien wurde ein Aliquot des Ausgangsstammes
auf Bierwirzeplatten (s. 3.2.5) ausgestrichen und fir mehrere Tage kultiviert. Sobald
die Platte dicht bewachsen war, wurde steriles Wasser zugegeben und die hydro-
phoben Konidien mit einem Wattestabchen abgeldst. Nach Vereinzelung der Koni-
dien mit Hilfe eines Cell Strainers wurden die Konidien gezéahlt. Zur Herstellung von
Keimschlauchen wurden Konidien in RPMI (+ 5% FCS) aufgenommen, UN bei RT
synchronisiert und fur weitere 3-4 h bei 37T die Auskeimung induziert. Anschlie-
Rend wurde die Morphologie unter dem Mikroskop kontrolliert und die Zellzahl ermit-
telt (3.5.2).

Die jeweiligen Zustandsformen der Pilze wurden bis zu ihrer Inkubation mit Immunef-
fektorzellen bei -20C (Keimschlauche) bzw. bei 4C (Konidien) gelagert. Wenn wie
in wenigen Fallen (s. 4.6.3) nicht mit lebenden Pilzen gearbeitet wurde, wurden
Keimschlauche fur 15 min bei RT mit 70% Ethanol inaktiviert und anschlieend drei-
mal mit RPMI (+ 5% FCS) gewaschen. Die Vitalitdt wurde durch Ausstreichen und

Kultivierung fir mehrere Tage auf Bierwtrzeplatten Gberpruft.

3.5 Arbeiten mit Immuneffektorzellen

3.5.1 Isolierung von PBMC'’s

Zur Isolierung von humanen ,peripheral blood mononuclear cells* (PBMC’s) wurde
Blut aus einem Buffy Coat, der vom Blutspendedienst Frankfurt bezogen wurde, ver-
wendet. Dabei handelt es sich um erythrocytenabgereichertes Zellkonzentrat von ge-
sunden Spendern. Alternativ zu den Buffy Coats konnte auf frisch abgenommenes
Blut zurtickgegriffen werden.

Das Blut wurde in einer Zellkulturflasche mit Hanks im Verhaltnis von 1:1 verddnnt. In
einem 50 ml Falcon-Réhrchen wurden je 20 ml vom Kohlenhydrat-Polymer FICOLL®
(p= 1,077 g/ml) vorgelegt und vorsichtig mit 25 ml verdiinntem Blut tUberschichtet.
Mittels Dichtegradientenzentrifugation bei 2.000 rpm fir 20 min sammelten sich auf
der Interphase die mononuklearen Zellen (PBMC’s), die Uberwiegend aus Lymphocy-

ten und Monocyten bestanden. Erythrocyten aggregierten und wanderten, ebenso
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wie die polymorphkernigen Leukocyten aufgrund ihrer gréf3eren Dichte, zum Boden
des Falcon-Rohrchens. AnschlieRend konnte die Interphase mit einer Pasteurpipette
abgesaugt und vereinigt werden. Das folgende Auffillen mit Hanks auf 50 ml, das
Zentrifugieren bei 1.300 rpm fir 10 min und das Dekantieren, diente als Waschschritt
und wurde zweimal wiederholt. Die so Uber einen Ficoll-Gradienten gewonnenen
PBMC'’s konnten fur die Dauer der Zellzahlbestimmung auf Eis gelagert werden (s.
3.5.2).

3.5.2 Zellzahlbestimmung mit der Neubauer-Zahlkamme r

Die Bestimmung der Anzahl an lebenden Zellen erfolgte mit dem Azofarbstoff Try-
panblau. Trypanblau hat die Eigenschaft, dass es nur in tote Zellen eindringt und
somit vitale Zellen ungefarbt lasst. Ein Aliquot der Zellsuspension wurde zunéchst
1:10 mit Hanks und dann nochmals 1:2 mit Tryptanblau verdiinnt, um dieses in der
Neubauer-Zahlkammer unter dem Mikroskop auszuzéhlen.

Bei der Z&dhlkammer handelt es sich um einen speziellen Objekttrager, der folgenden
Aufbau hat: Auf der Oberflache sind zwei 3 x 3 mm grof3e Zahlnetze eingraviert, wo-
von sich jedes aus neun 1 x 1 mm grof3en Quadraten zusammensetzt (s. Abbildung
8). Der Abstand zwischen Deckglas und Objekttrager hat eine Kammertiefe von 0,1
mm. Daraus errechnet sich fiir eines der GroRquadrate ein Volumen von 1/10* ml (1
mm x 1 mm x 0,1 mm). Zur besseren Zahlbarkeit der Zellen in einem Grol3quadrat,
ist jedes in 16 kleinere Quadrate von 0,25 x 0,25 mm Lange unterteilt. Bei der Be-
stimmung der Gesamtzellzahl einer Zellsuspension missen das Gesamtvolumen und
die 1:20 Verdinnung mit Hanks bzw. Trypanblau mit bertcksichtigt werden. Daher
errechnet sich die Gesamtzellzahl wie folgt: Zellzahl x 10* x Gesamtvolumen x 20.

i
—

Abbildung 8: Gitternetz der Neubauer-Zahlkammer.
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3.5.3 Isolierung von CD14-positiven Zellen mittels MACS-System

Anschliel3end an die Isolierung der PBMC's (s. 3.5.1) erfolgte die Aufreinigung von
CD14-positiven Zellen. CD14 ist ein Marker fir Monozyten und mit Hilfe von an Mic-
robeads gekoppelten a-CD14-Antikérpern kénnen diese markiert und selektiert wer-
den. Die Selektion beruht darauf, dass eine MACS-Trennsaule in ein magnetisches
Feld gebracht wird, wodurch die mit AntikGrper besetzten Zellen zurtickgehalten wer-
den. Alle nicht markierten Zellen, tGberwiegend Lymphocyten, laufen hindurch und
werden somit ausgesondert. Nach Entnahme der Séule aus dem Magneten kénnen
die Monozyten von der Saule eluiert und gesammelt werden.

Zur Durchfiihrung wurden die PBMC’s zunéchst bei 1.300 rpm fir 10 min bei 4C
zentrifugiert, der Uberstand dekantiert und die Zellen in 800 ul Hanks (+ 2 mM EDTA
+ 1% FCS) pro 1 x 10® Zellen aufgenommen. Nach Aufteilung auf verschiedene An-
satze a 850 pl, wurden 150 pl a-CD14-Microbeads zugegeben und im Kuhlschrank
fur 15 min inkubiert. Die einzelnen Ansétze wurden auf ca. 20 ml mit Hanks (+ 2 mM
EDTA + 1% FCS) aufgefullt und, wie oben beschrieben, abzentrifugiert. In dieser Zeit
konnten die MACS-Trennsaulen in die Magnethalter eingesetzt und mit 3 ml Hanks
(+ 2 mM EDTA + 1% FCS) vorgespult werden. Nachdem der Uberstand verworfen
wurde, wurden die Zellen in 1 ml Hanks (+ 2 mM EDTA + 1% FCS) resuspendiert
und auf die Saule gegeben. Um zu vermeiden, dass die Trennsaule nicht verstopft,
sollten nicht mehr als 1,5 x 10® Zellen pro Saule verwendet werden. Die Saulen wur-
den dreimal mit je 3 ml Hanks (+ 2 mM EDTA + 1% FCS) gespiilt, dann aus dem
Magnethalter genommen und die positiv selektierten Zellen mit 2 ml Hanks (+ 2 mM
EDTA + 1% FCS) aus der Saule gedruckt. Zur Zellzahlbestimmung wurde auf 10 ml
mit Hanks (+ 2 mM EDTA + 1% FCS) aufgefullt und ein Aliquot, wie unter Abschnitt

3.5.2 beschrieben, ausgezabhilt.

3.5.4 Generierung von dendritischen Zellen

Durch Zugabe von geeigneten Cytokinen lassen sich in vitro aus Monozyten unreife
dendritische Zellen (iDCs) differenzieren (Romani et al., 1996; Grigoleit et al., 2002).
Monozyten wurden, wie unter Abschnitt 3.5.1 und 3.5.3 beschrieben, isoliert und
durch Zentrifugation bei 1.300 rpm fiir 10 min bei 4C pelletiert. Der Uberstand wurde
dekantiert, die CD14-positiven Zellen zur Resuspension Uber ein Gitter aufgeschuttelt
und in 3 ml RPMI Medium (+ 10% FCS) pro 2,5 x 10° Zellen aufgenommen. Zur Dif-
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ferenzierung wurde 1L-4 (20 ng/ml) und GM-CSF (100 ng/ml) zugegeben. Die Zellen
wurden auf 6-Well-Platten verteilt, wobei je 3 ml Zellsuspension in ein Well gegeben
wurde. Es folgte eine Inkubation der Zellen im Brutschrank fiur flnf bis sieben Tage.
Alle zwei Tage wurde 1 ml Medium pro Well abgenommen und durch frisches RPMI-
FCS-Medium, mit derselben Menge an Cytokinen, ersetzt. Der Grad der Differenzie-
rung der DCs wurde anhand ihrer besonderen Morphologie unter dem Mikroskop
kontrolliert. Nach ihrer Differenzierung wurden die Zellen unter mehrfachem Spilen

abgesammelt und bei 1.300 rpm fiir 10 min konzentriert und gezahlt (s. 3.5.2).

3.5.5 Isolierung von Granulozyten

Mit Hilfe einer speziellen Biocoll-Trennlésung (Polymorphprep) kénnen neutrophile
Granulozyten (polymorphonuclear neutrophils, PMNs) aus Blut aufgereinigt werden
(Braedel et al. 2004). Da Granulozyten nur eine kurze Lebensdauer (2-3 d) haben,
wurde fur die durchgefuhrten Experimente immer frisch abgenommenes Blut ver-
wendet (20 ml).

Vor der Aufreinigung wurde Hanks-Puffer bei 37C vo rgewdrmt und 10 ml zum Blut
zugegeben. Je 5 ml Polymorphprep wurde in ein 15 ml Falcon Rdhrchen vorgelegt
und mit 5 ml verdinntem Blut bei 1.600 rpm fiir 35 min (bei RT, ohne Bremse) zentri-
fugiert. Die einzelnen Bestandteile des Blutes wurden durch den Polymorphprep, wie
in Abbildung 9 dargestellt, aufgetrennt:

Blut Serum

PEMCs

P
Folymorphprep ®
Erhrozyten

Abbildung 9: Prinzip zur Isolierung von Granulozyten mittels Polymorphprep.
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Die Granulozytenschicht wurde mit einer Pasteurpipette abgenommen, 4 Anséatze in
einem 50 ml Falcon-Rohrchen vereinigt und auf 50 ml mit Hanks aufgefullt. Es folgte
ein Zentrifugationsschritt bei 1.700 rpm fiir 7 min (RT, mit Bremse) bevor der Uber-
stand dekantiert wurde. Durch Zugabe von 5 ml kaltem ACK-Puffer fur 5 min bei RT
wurden noch vorhandene Erythrozyten lysiert und mittels Zentrifugation bei 1.800
rom fur 2 min (RT, mit Bremse) und Dekantieren des Uberstandes entfernt. Falls das
Pellet noch rot war, wurde der Waschschritt mit Hanks und der Lyseschritt wieder-
holt. Derart isolierte Granulozyten wurden in 5 ml RPMI (+ 5% FCS) aufgenommen
und die Zellzahl bei einer 1:2 Verdiinnung mit Trypanblau, wie unter Abschnitt 3.5.2
beschrieben, ermittelt. Erwartungsgemald konnte mit dieser Methode aus 20 ml Blut
ca. 20 Mio Granulozyten isoliert werden.

Die Zellzahl wurde auf 4 Mio Granulozyten / ml eingestellt. Eine Lagerung war bis zur

weiteren Verwendung bei RT fur maximal 2-3 h Stunden méglich.

3.5.6 Oxidativer Burst

Granulozyten sind in der Lage, Pathogene durch den Einsatz von Sauerstoffradika-
len abzut6ten. Dieser Vorgang wird als Oxidativer Burst bezeichnet und kann in vitro
mit Hilfe von Dichlorfluorescin (DCF) untersucht werden (Radsak et al., 2004). DCF
wird durch eventuell vorhandene Sauerstoffradikale oxidiert und andert dadurch sein
Emissionsverhalten. Je mehr Sauerstoffradikale von den Granulozyten gebildet wer-
den, desto mehr DCF wird oxidiert, was fluorimetrisch nachgewiesen werden kann.
Wahrend der ELISA-Reader auf 37 vorgewarmt wurde, wurde in eine 96-Well-
Platte 50 pl Ligand, Immunsuppressiva oder Pilz in der zu untersuchenden Verdin-
nung vorgelegt. Fir alle Versuche wurde eine geeignete Negativkontrolle (50 ul Flis-
sigkeit, ohne dass darin die zu testende Substanz gel6st war) und eine Positivkon-
trolle (Phorbol 12-myristat-13-acetat, PMA, in einer Endkonzentration von 50 ng/ml)
mitgefuhrt.

Die Granulozyten wurden in einer sterilen Wanne mit 0,2 ul DCF / 5 ml Zellen (End-
konz. 2,5 uM) vermischt und je 50 pl mit einer Multipipette pipettiert, so dass sich
200.000 Zellen pro Well befanden. Es folgte eine Kinetikmessung mit 30 Zyklen bei
37T, wobei automatisch alle 5 min die jeweilige Fluoreszenzintensitidten gemessen
und gespeichert wurden. Die Auswertung erfolgte in Microsoft Excel.

49



Material und Methoden

3.5.7 Durchflusszytometrie

In einem Durchflusszytometer werden Zellen in einer Tragerflissigkeit (sheath fluid)
einzeln durch einen Laserstrahl gefiihrt und so zur Eigenfluoreszenz angeregt. Das
resultierende Fluoreszenz- und Streulicht wird von verschiedenen Lichtdetektoren
(Photomultiplier) aufgefangen und nach Intensitat und Farbe getrennt vom Computer
registriert. So wird flr jede einzelne gemessene Zelle eine charakteristische Kombi-
nation von optischen Eigenschaften aufgezeichnet und vom Computer ausgewertet.
Zu diesen optischen Eigenschaften gehéren die Vorwartsstreuung (forward scatte-
ring, FSC), die mit der Zellgrof3e korreliert und die Seitwartsstreuung (side scattering,
SSC), die ein Mal3 fur die Granularitat der Zellen ist. Durch die Verwendung von An-
tikdrpern, die gegen Oberflachenmolekile der Zellen gerichtet sind, konnen diese
markiert und einzelne Zellpopulationen, auf ihre Reinheit hin, bestimmt werden.

Die zu analysierenden Zellen wurden in einer Verdiinnung von 1 x 10° / 1 ml Hanks
(+ 10% FCS) gelost und je 200 ul Zellsuspension in ein FACS-RoOhrchen tberfluhrt.
Nach Zugabe von 1 pl Antikdrper bzw. 1 pl Isotypenkontrolle wurde der Ansatz licht-
geschutzt fir 30 min bei 4C inkubiert. Danach wurd en die Zellen bei 1.300 rpm fur
10 min zentrifugiert und 2 ml Hanks (10% + FCS) zugegeben. Nach erneuter Zentri-
fugation und Dekantieren des Uberstandes wurden die Zellen in 200-500 pl Hanks (+
10% FCS) gelost und im Durchflusszytometer analysiert. Die Auswertung erfolgte
mittels CellQuest Software von Becton Dickinson. Wenn die Zellen nicht direkt nach
der Farbung analysiert wurden, konnten sie mit 1% Paraformaldehyd fixiert und ein-

gefroren werden.

3.5.8 Intrazellulare FACS-Analyse

Mit einem Durchflusszytometer kénnen Zellen nicht nur anhand bestimmter Oberfla-
chenmolekiile analysiert werden. Auch intrazellular lokalisierte Proteine (z.B. IFN-y)
lassen sich nachweisen. Hierflr ist es allerdings erforderlich, die Zellen vor der Anti-
korper-Inkubation zu fixieren und zu permeabilisieren.

Zunachst wurden 1 x 10°/ ml DCs in ein FACS-R6hrchen uiberfiihrt und durch Zentri-
fugation fur 5 min bei 1.300 rpm pelletiert. Der Uberstand wurde dekantiert und die
Zellen durch Zugabe von 100 ul Hanks (+ 2% Formaldehyd) fur 15 min bei RT fixiert.
Die Fixierung wurde durch Hinzufiigen von 100 pl RPMI (+ 10% FCS) abgestoppt.

Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt und dem Dekantieren des Uberstandes
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wurde mit 50 pl Hanks (+ 1% FCS + 0,5% Saponin) permeabilisiert. Gleichzeitig wur-
den 2,5 pl des gewtinschten Antikorpers bzw. der Isotypkontrolle zugegeben und 30
min bei 4C inkubiert. Vor dem né&chsten Zentrifugie ren wurden erneut 150 pl Hanks
(+ 1% FCS + 0,5% Saponin) zugefiigt. Nach dem AbgieRen des Uberstandes wurden
die Zellen in 1 ml Hanks (+ 2% Formaldehyd) gewaschen, erneut zentrifugiert und
dann in 250 pl Hanks (+ 2% Formaldehyd) aufgenommen. Derart gefarbte Zellen
konnten bis zur Analyse am Durchflusszytometer bei -20C eingefroren werden.

3.5.9 Elektroporation

Die Elektroporation ist eine von mehreren Mdglichkeiten, Zellen zu transfizieren.
Hierbei macht man sich zu Nutze, dass ein kurzer elektrischer Stromstoss die Zell-
membran kurzzeitig permeabel macht und somit kleinere Molekiile, wie z.B. siRNAs,
in die Zelle eingeschleul3t werden kdnnen.

In speziellen 4 mm Elektroporationskiivetten wurden 1 x 10° DCs, in einem Volumen
von 100 yl RPMI (ohne FCS und Cytokine), mit 6,6 pl siRNA bzw. non-silencing-
Kontrolle gemischt. Dies entsprach einer Konzentration an siRNA von 133nM. Die
Elektroporation erfolgte bei 340 V fur 10 ms, woran sich eine Inkubation von 15 min
bei RT anschloss, bevor die Zellen in eine 24-Well-Platte Uberfiihrt wurden. Nach
Spulen der Kiuvetten mit je 100 pl RPMI-Medium (+ FCS + Cytokine) und Zugabe von
800 pl Voll-Medium, erfolgte die Kultivierung bis zur weiteren Analyse im Brut-
schrank.

3.5.10 Phagozytose-Assay und DAPI-Farbung

Der Nachweis der Phagozytose erfolgte durch eine mikroskopische Untersuchung,
bei der die Pilze mit dem Farbstoff FITC und die Zellen mit DAPI angefarbt wurden.
Hierfur wurden zunachst 1 x 107 A. fumigatus Konidien bzw. KS / 1 ml RPMI + 5%
FCS mit 0,1 mg FITC gemischt und fur 15 min bei 37°C inkubiert. Nach zweimaligem
Waschen mit Hanks wurde 1 ml frisches Medium zugegeben.

AnschlieRend wurden 100 pl gefarbter Pilz (1 x 10°) fiir verschiedene Zeitpunkte (30
min, 60 min) mit 1x10° Zellen / 100 pl Medium bei 37<C co-kultiviert und mittels Cy-
tospin-Praparation (80 pl, 10 min, 1.200 rpm) auf Objekttrager aufzentrifugiert. Nach-

dem die Praparate fur 15 min mit 200 ul Paraformaldehyd (3,7%) fixiert waren, wurde
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mehrmals mit Hanks gespilt und anschlieend 200 ul DAPI-Farbelésung (4,8 pl
DAPI + 1.200 pl PBS) fur 30 min zugegeben. Nach erneutem Spulen mit Hanks wur-
den die Praparate mit Fluokeep eingedeckt und unter dem Fluoreszenzmikroskop
dahingehend ausgewertet, wie viele Konidien und KS intrazellular nachzuweisen wa-
ren.

Eine dreidimensional wirkende Ansicht der Praparate wurde dadurch erreicht, dass
die Zellen (alternativ zur Cytospin-Praparation) in einer 24-Well-Platte auf einem
Glasplattchen mit den FITC-markierten Pilzen co-inkubiert wurden. Anschliel3end
wurde 1x mit Hanks gewaschen, fur 15 min mit 3,7% Paraformaldehyd fixiert und mit
1% TritonX fur weitere 15 min permeabilisiert. Es wurde erneut gewaschen und das
Zytoskelett mit dem Farbstoff Phalloidin-Alexa (1:50 mit Hanks verdunnt + 1,5% Ma-
germilchpulver + 2% FCS) gefarbt. Nach 30 min wurde fir 10 min DAPI-Farbelésung
zugegeben. Die Glasplattchen wurden 3x gewaschen, umgekehrt mit Eindeckmedi-

um auf Objekttrager aufgelegt und am Fluoreszenzmikroskop ausgewertet.

3.6 Arbeiten mit RNA und DNA

3.6.1 Isolierung von Total-RNA aus humanen Zellen

Mit Hilfe zweier Kits von Qiagen ist es mdglich, Total-RNA aus humanen Zellen zu
isolieren. Der QIlAshredder-Kit (lila Saulen) erlaubt einen einfachen Zellaufschluss
durch Zentrifugation, wobei die Zellen durch eine speziell konstruierte Membran ge-
presst und dabei lysiert werden. AnschlieBend kann mit dem RNeasy-Kit (rosa Sau-
len), die in den Zellen vorhandene RNA an die Silica-Matrix einer Saule gebunden
und aufgereinigt werden.

Zur Durchfuhrung wurden die Zellen zunachst in 1,5 ml Eppendorf-Gefal3e aufge-
nommen und bei 5.400 rpm fur 5 min abzentrifugiert. Nach dem Abpipettieren und
Einfrieren des Uberstandes bei -80C, wurde das Ze llpellet in 350 pl RLT-Puffer
(+ 1% B-Mercaptoethanol) gelést und gevortext. Die Zellsuspension wurde in lila Tu-
bes Uberfuhrt und bei 13.200 rpm flr 1 min zentrifugiert. Danach wurde zum Eluat
350 pl 70% Ethanol zugegeben. Nach Resuspension mit der Pipette, folgte der
Transfer in die rosa Saulen und ein Zentrifugations-Schrit bei 10.000 rpm fur 15 s,
um die RNA an die Saule zu binden. Die Reinigung der RNA wurde durch Verwen-

dung mehrer Waschschritte vollzogen, wobei einmal mit 700 pl RW1-Waschpuffer
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und zweimal mit 500 pul RPE-Waschpuffer gewaschen wurde. Dazwischen wurde je-
weils bei 10.000 rpm fur 15 s bzw. beim letzten Waschschritt mit RPE fur 2 min,
zentrifugiert. Die Eluierung der Total-RNA erfolgte dadurch, dass die Saulen auf neue
1,5 ml Eppendorf-Gefal3e transferiert und die RNA mit 35 pul RNase-freiem Wasser
durch Zentrifugation bei 10.000 rpm fir 1 min eluiert wurde. Direkt im Anschluss wur-
de die RNA-Konzentration im Photometer bestimmt (s. 3.6.2) und in cDNA umge-
schrieben (s. 3.6.3) bzw. bei -80C eingefroren.

3.6.2 Bestimmung von Nukleinsdure-Konzentrationen

Nukleinsaure-Konzentrationen in einer Probe kdonnen mit Hilfe eines Photometers
bestimmt werden, da diese ein Absorptionsmaximum bei 260 nm haben.

Zur Ermittlung von DNA- und RNA Konzentrationen wurden jeweils 2 ul im NanoDrop
Spectrophotometer in einer Doppelbestimmung vermessen. Dabei wurde darauf ge-
achtet, dass als Referenz das Losungsmittel verwendet wurde, in dem die RNA bzw.

DNA gelost war.

3.6.3 Umschreibung von RNA in cDNA

Das Enzym Reverse Transkriptase erlaubt eine Umschreibung von RNA in cDNA
und synthetisiert dabei unter Verwendung von Desoxy-Nukleotiden dsDNA. Fur die-
sen Vorgang werden kurze Primer mit zuféalliger Sequenz und Primer mit Oligo-dT
Sequenz benotigt, die sich an die RNA anlagern und als Start-Sequenzen fir die Re-
verse Transkriptase dienen.

Da der QuantiTect Reverse Transcription Kit der Firma QIAGEN einen vorgeschalte-
ten DNase-Verdau zur Eliminierung von moglicherweise vorhandener genomischer
DNA beinhaltet, wurde dieser zur Umschreibung von Total-RNA verwendet. In allen
Fallen wurde eine Negativ-Umschreibe-Kontrolle mitgefthrt, die alle Komponenten
(auch RNA), aul3er der Reversen Transkriptase, enthielt.

500 ng RNA wurden in 12 ul H,O aufgenommen und nach Zugabe von 2 ul gDNA
Wipeout Buffer (DNase-Schritt) fur 4 min bei 42 inkubiert und da nn auf Eis gestellt.
Fur die Umschreibung wurden folgende Komponenten hinzugefugt und bei 42<C flr

25 min inkubiert;
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Reagenz Volumen Endkonzentration
Quantiscript Reverse Transcriptase 1u

Quantiscript RT Buffer [5X] 4 ul [1x]

RT Primer Mix 1u

Tabelle 16: Komponenten fur die RT Reaktion.

Die Reverse Transkriptase wurde durch Erhitzen auf 95T fir 3 min inaktiviert und

die cDNA bis zur weiteren Verwendung bei -20C gela gert.

3.6.4 Quantitative Realtime PCR (QRT-PCR)

Die Methode der gRT-PCR bietet im Gegensatz zur konventionellen PCR (s. 3.6.7),
die Mdoglichkeit der Quantifizierung von PCR-Produkten. Dies bedeutet, dass wah-
rend der Amplifikation im Light Cycler die Kopienzahl von PCR-Produkten ermittelt
werden kann. Voraussetzung dafir ist der Einsatz von, fir das jeweils zu untersu-
chende Gen, spezifischen Primern (s. 3.2.8) und Hybridisierungssonden (s. 3.2.9).
Die gRT-PCR-Systeme sind in der Lage kontinuierliche Fluoreszenzsignale zu detek-
tieren, die mit der PCR-Produktbildung durch die Tag-Polymerase einhergehen. Ver-
wendet man den Cyaninfluoreszenzfarbstoff Sybr Green |, so lagert sich dieser an
dsDNA an. Je mehr PCR-Produkt vorhanden ist, desto grof3er ist die Fluoreszenzin-
tensitat (s. Abbildung 10).

Abbildung 10: Sybr Green | Prinzip bei der gRT-PCR (Bild entnommen von der Internetseite
WWW.pcr.at).

Auf eine etwas andere Weise als Sybr Green I, funktionieren Hybridisierungssonden.
Jeweils zwei verschiedene Sonden sind notwendig: die erste Sonde ist mit dem Fluo-
reszenzfarbstoff Fluorescin markiert, die zweite mit LC Red 640. Beide sind spezi-
fisch fUr ein bestimmtes PCR-Produkt und lagern sich im Abstand von ein bis zwel

Basenpaaren an dieses an. Der zweite Farbstoff kann Licht nur emittieren, wenn er
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durch den ersten Farbstoff angeregt wird. Dieser Vorgang wird als fluorescence re-
sonance energy transfer (FRET) bezeichnet und setzt voraus, dass beide Sonden di-
rekt nebeneinander gebunden haben (s. Abbildung 11). Dadurch ist es mdglich, die
Menge eines PCR-Produktes nach jedem Zyklus zu quantifizieren. Ungebundene
Sonden diffundieren frei in der Lésung und geben aufgrund der fehlenden raumlichen

N&ahe ein deutlich schwacheres Signal.

Abbildung 11: Funktionsweise von Hybridisierungssonden bei der Light Cycler PCR (Bild enthommen
von der Internetseite www.pcr.at).

Alle PCRs, bei denen Hybridisierungssonden eingesetzt wurden, wurden mit dem
Light Cycler FastStart DNA Master HybrProbe Kit der Firma Roche durchgefihrt.
Dieser enthélt auch die Tag-Polymerase (1a), die vor ihrer Verwendung mit 60 pl
Reaktionspuffer (1b) versetzt wurde.

In den Kapillaren wurden jeweils 18 pl Mastermix (s. Tabelle 17) mit 2 pl cDNA oder

2 ul Wasser (Negativkontrolle) gemischt.

Reagenz Volumen Endkonzentration
H,O (PCR-grade) 11,6 pl

MgCl, [25 mM] 2,4l [4 mm] ©

je Primer [5 pM] 0,5 ul [125 nM]

je Sonde [3 uM] 0,5 ul [75 nM]
Tag-Polymerase-Mix [10x] 2,0 ul [1X]

Tabelle 17: Mastermix fir die qRT-PCR im Light Cycler.
(*) 3 mM durch das MgCl, und 1 mM durch den Tag-Polymerase-Mix.
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Die Kapillaren wurden bei 2.000 rpm fir 5 s zentrifugiert und in das Light Cycler Ka-

russel gesetzt. Anschlie3end lief die PCR unter folgenden Bedingungen ab:

Schritt Zyklen Temperatur Zeit
Denaturierung 1 95T 10 min
95<C 9s
Amplifikation 45-55 54T 15s
72C 20s
Kuhlen 1 40C 5s

Tabelle 18: PCR-Bedingungen fiir die gRT-PCR mit Hybridisierungssonden.

3.6.5 Normalisierung gegen das h-ALAS Housekeeping-Gen

Das Gen, welches fur die humane &-Aminolavulinatsynthase (h-ALAS) codiert, ist ein
so genanntes Housekeeping-Gen. Damit ist gemeint, dass seine Expression im we-
sentlichen konstant bleibt und nicht durch &aufRere Einflisse verandert wird.

Zur Amplifikation von h-Alas wurden jeweils 18 ul Mastermix (s. Tabelle 19) mit 2 pl
cDNA gemischt:

Reagenz Volumen Endkonzentration
H,O (PCR-grade) 11,6 ul -

MgCl, [25 mM] 2,4l [4 mMm]©
h-ALAS Detection Mix [10x] 2,0 ul [1x]
Tag-Polymerase-Mix [10x] 2,0 ul [1x]

Tabelle 19: Mastermix fur das “LightCycIer® h-ALAS Housekeeping Gene Set”. Alternativ hierzu konn-
ten nach Bekanntgabe der h-Alas Primer- (s. 3.2.8) und Sondensequenzen (s. 3.2.9) diese einzeln bei
der Firma TIB MOLBIOL bestellt und je 0,5 pl gemischt werden. (*) 3 mM durch das MgCl, und 1 mM
durch den Tag-Polymerase-Mix.
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Die gRT-PCR lief unter nachstehenden Bedingungen ab:

Schritt Zyklen Temperatur Zeit
Denaturierung 1 95T 10 min
95<C 15s
Amplifikation 45 55¢C 15s
72T 15s
Kihlen 1 40C 5s

Tabelle 20: PCR-Programm fiir h-Alas.

Nachdem die Crossing Points (CP) von h-ALAS mit Hilfe des Light Cyclers ermittelt
waren, wurden diese mit den CP-Werten des zu untersuchenden Gens verechnet
(Normalisierung). Der Crossing-Point ist definiert als die Zyklenzahl, bei der sich das
Fluoreszenzsignal des PCR-Produktes signifikant vom Hintergrundsignal abhebt.
Somit lasst sich mit Hilfe der Crossing-Points eine vergleichende quantitative Aussa-
ge Uber die Ausgangs-DNA Menge in einer Probe machen.

Die Normalisierung unter Zuhilfenahme von Crossing-Points geschah, unter der An-
nahme einer maximalen Amplifikationseffizienz, mit folgender Formel (Johnson et al.,
2000; Krauter et al., 2003):

Normalisierter Wert = 2 (P NALAS - CP Zielgen)

Anschliel3end wurde der normalisierte Wert der Kontrolle als 100% festgelegt und die
anderen Werte ins Verhéaltnis dazu gesetzt (Relativierung). Bei RNAI Experimenten
war dies der Ansatz, bei dem die Zellen ohne siRNA elektroporiert wurden. Derart
liel3 sich ermitteln, ob ein ausgesuchtes Gen unter einer bestimmten experimentellen

Bedingung schwacher oder starker exprimiert war.

3.6.6 Schmelzkurvenanalyse

Der Einsatz von Hybridisierungssonden eignet sich auch, um Einzelbasen-
Polymorphismen (SNPs) zu detektieren (Gibson, 2006). Dazu wird nach der PCR-
Amplifikation eine so genannte Schmelzkurve angeschlossen, bei der die Temperatur
kontinuierlich in 0,1 - 0,2 Schritten pro Sekun de von 40C auf 85T erhéht und
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stetig das Fluoreszenzsignal gemessen wird. Da eine der beiden Sonden (= Detek-
tor) genau im Bereich der Punktmutation an die Ziel-DNA bindet, schmilzt diese bei
Vorhandensein einer Mutation aufgrund einer Fehlbasenpaarung bereits bei niedrige-
rer Temperatur im Vergleich zu einer perfekt passenden Sonde. Handelt es sich um
eine heterozygote Person, so erhalt man zwei Peaks, einen bei niedrigerer Tempera-
tur (Schmelzpunkt des ,mutanten® Allels) und einen bei h6herer Temperatur
(Schmelzpunkt des ,Wildtyp“ Allels).

Die Light Cycler PCR wurde, wenn nicht anders angegeben, mit einer MgCl,-

Konzentration von 3 mM nach folgendem Schema pipettiert:

Reagenz Volumen Endkonzentration
H,O (PCR-grade) 13,4 pl -

MgCl, [25 mM] 1,6 pl [3mm]

je Primer [5 uM] 0,5 ul [125 nM]

je Sonde [3 uM] 0,5 ul [75 nM]
Tag-Polymerase-Mix [10x] 2,0 ul [1X]

DNA 1l [n.d.]

Tabelle 21: PCR-Mix fur Schmelzkurvenanalyse.
(*) 2 mM durch das MgCl, und 1 mM durch den Tag-Polymerase-Mix.

Fur die Schmelzkurvenanalyse eigneten sich folgende Bedingungen am besten:

Schritt Zyklen Temperatur Zeit
Denaturierung 1 95T 10 min
95T 9s
Amplifikation 50-60 variabel (ca. 55C) 15s
72C 20s
95T 30s
Schmelzkurve 1 40C 40 s
85T 0,1TC/s
Kihlen 1 40C 5s

Tabelle 22: PCR-Bedingungen zur Schmelzkurvenanalyse.
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3.6.7 Konventionelle PCR

Zur Amplifikation von DNA mittels konventioneller PCR wurde die Polymerase der

Firma Peglab verwendet. Die PCR wurde nach folgendem Schema pipettiert:

Reagenz Volumen Endkonzentration
Puffer [10x] 5ul [1x]

MgCl, [25 mM] 3ul [3,5 mM] ¥
dNTP-Mix (10 mM) 1l [200 uM jedes Nt]
je Primer [5 uM] 1l [0,1 uM]
Peqlab-Polymerase [5U/ul] 0,5 ul [2,5 U]
humane cDNA 2 ul [n.d.]

H,O 36,5 l -

Tabelle 23: PCR-Mix. Als Ausgangs—DNA diente cDNA, die durch Reverse Transkription aus humaner
RNA hergestellt wurde (s. 3.6.3). ©'1,5 mM durch das MgCl, und 2 mM durch den Puffer.

In nachstehender Tabelle sind die Bedingungen fiir die konventionelle PCR wieder-

gegeben:

Schritt Zyklen Temperatur Zeit
Denaturierung 1 94T 2 min

94<C 15s
Amplifikation 40 variabel 30s

72C 30s
Finale Elongation 1 72T 5 min
Kuhlen 1 4C hold

Tabelle 24: PCR-Bedingungen.

Ein Aliquot der PCR-Produkte wurde zur Uberpriifung ihrer GroRRen im Agarosegel
aufgetrennt (s. 3.6.8). Die Berechnung der erwarteten Produktlangen erfolgte durch
Ermittlung der Hybridisierungspositionen der beiden Primer durch Datenbankabfrage
bei NCBI.
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3.6.8 Agarosegelelektrophorese

DNA-Fragmente lassen sich nach ihnrem Molekulargewicht in einem elektrischen Feld
auftrennen, wobei DNA aufgund ihrer negativen Ladung zum Pluspol wandert. Klei-
nere DNA-Stlcke gelangen schneller durch die feinmaschigen Poren des Agarose-
gels als grol3ere.

In allen Fallen wurde ein 1%-iges Agarosegel hergestellt: Dazu wurde 0,5 g Agarose
mit 5 ml 10x TAE-Puffer und 45 ml H,O gemischt und in der Mikorwelle fir 1 min bei
600 Watt aufgekocht. Nach einer 5-minttigen Abkuhlphase wurde 5 pl Gelstar bzw. 5
pl Ethidiumbromid dazugegeben und das flissige Gel zur Auspolymerisation in die
vorbereitete Kammer gegossen. Um das Gel mit einem Aliquot der Probe zu bela-
den, wurden 9 pl Probe mit 1 pl Blue-Juice versetzt. Die Amplifikationslange wurde
durch Auftragen von 5 ul 100 bp DNA-Marker tberprift. Nach 45 min bei 120 V er-

folgte die Auswertung mit dem Gel-Dokumentationssystem.

3.6.9 Sequenzierung

Sequenziert wurde mit dem Applied Biosystems 3730 DNA Analyzer. Hierflr wurde
das PCR-Produkt auf einem Agarosegel hinsichtlich der zu erwartenden Gro3e ana-
lysiert (s. 3.6.8) und aufgereinigt. Die Aufreinigung erfolgte durch einen Verdau mit
Exol und SAP, wodurch ssDNA abgebaut und nicht in DNA eingebaute Nukleotide
aufbereitet wurden. Es wurde 10 pl PCR-Produkt mit 1,5 ul H,O, 0,1 ul Exol und 0,4
I SAP gemischt und fir 30 min bei 37<C inkubiert. Die Inaktivierung der beiden En-
zyme erfolgte durch Erhitzen auf 80C fur 15 min.

Fur die Kettenabbruchreaktion mit Didesoxynukleotiden (Sanger et al., 1977) wurden

nachstehende Komponenten gemischt:

Reagenz Volumen Endkonzentration
PCR-Produkt 5ul

Big Dye Puffer [5x] 4l [1x]

Primer [5 uM] 1l [250 nM]

Big Dye Enzym 0,5 ul

H,O 9,5 ul

Tabelle 25: Mix flir Sequenzierreaktion.
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Die Sequenzierreaktion erfolgte mit diesen Bedingungen:

Schritt Zyklen Temperatur Zeit

Denaturierung 1 96C 30s
96T 10s

Sequenzierreaktion 30 50C 5s
60C 3 min

Tabelle 26: Sequenzierbedingungen.

Nach der Kettenabbruchreaktion wurde zu den 20 pl Sequenziermix 2 pl Natriumace-
tat (3 M, pH 6,8) und 50 ul Ethanol zugefiigt und 30 min bei 13.200 rpm bei 4C
zentrifugiert. Die derart geféllte DNA wurde einmal mit 70% Ethanol gewaschen und
zwischendurch fur 10 min bei 13.200 rpm und 4T zen trifugiert. Das Pellet wurde 5
min in der Speedvac getrocknet, in 11 pul Formamid aufgenommen, in eine 96-Well-
Platte Gberfahrt und for 1 h in den Sequenzierautomat gestellt. Die Auswertung er-

folgte mit der Sequencing Analysis Software von Applied Biosystems.

3.6.10 MALDI-TOF-MS zur SNP-Analyse

MALDI ist die Abklrzung fur matrix-assisted laser desorption ionization und steht fur
ein Laser-gestutztes Verfahren zur lonisation von Molekilen (Koy et al., 2003). Es
erwies sich seit seiner Entwicklung als besonders effektiv in Kombination mit der
Massenspektrometrie (MS).

Bei der MALDI-Methode wird die Probe in einer kristallinen Matrix integriert und fur
wenige Nanosekunden mit kurzwelligem Laserlicht bestrahlt. Die elektronische Anre-
gungsenergie fuhrt zu einer lokalen Auflésung der Festkdrperoberflache (Matrix +
Probe), wodurch die Molekile in die Gasphase Ubertreten. Eine Elektrode, die sich in
geringem Abstand gegenuber der Probe befindet, erzeugt ein elektrostatisches Feld.
Je nach Polaritat der Elektrode werden positive oder negative lonen von der Proben-
oberflache in Richtung des Analysators beschleunigt. Fir MALDI-Untersuchungen
werden Flugzeitmassenspektrometer (TOF, time of flight) als Analysatoren benutzt.
Die Massenbestimmung erfolgt Uber die genaue Messung der Zeit, die zwischen dem
Start der lonen in der Probe bis zum Eintreffen am Detektor vergeht. Diese Zeit hangt
vom Verhaltnis aus der Masse (m) und der Ladungszahl (z) ab. Dadurch ist es mog-
lich, die Molekilmasse von ionisierten Biomolektlen (DNA und Proteine) hochgenau
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zu ermitteln. Somit eignet sich der Einsatz von MALDI-MS auch zur SNP-Analyse, da
der Austausch eines Nukleotides, nach lonisation eines entsprechenden DNA-
Produktes, detektiert werden kann (Sauer, 2006).

Mittels konventioneller PCR (s. 3.6.7) wurden PCR-Produkte in der GroRenordnung
von etwa 150 bp hergestellt und auf einem Agarosegel Uberprift (s. 3.6.8). Fiur den
Verdau der bei der PCR verwendeten Primer wurden je 7 ul PCR-Produkt zusammen
mit 0,4 pl SAP und 1,6 pul SAP-Puffer in eine 96-Well Platte pipettiert und bei 37<C fur
45 min und bei 90T fur 10 min inkubiert. Anschliel3 end erfolgte das so genannte
Primer Extension, woflr die in Tabelle 27 aufgelisteten Komponenten gemischt wur-

den:

Reagenz Volumen Endkonzentration
verdautes PCR-Produkt oul

Tris-HCI Puffer [25X] 0,9 ul [1,5x]

MgCl, [60 mM] 0,48 ul [2 mM]
ddNTP 1 [60 nM] 1l [4 nM]
ddNTP 2 [60 nM] 1ul [4 nM]
SNP-Primer [150 pmol/ul] 1l [10 pmol/ul]
Thermipolymerase [5 U/ul] 0,3 ul [1,5 U]

H,O 1,32 pl

Tabelle 27: Primer Extension Reaktion.

Das Primer Extension wurde unter folgenden Reaktionsbedingungen durchgefihrt:

Schritt Zyklen Temperatur Zeit
Denaturierung 1 94<C 1 min
. . 94<C 10s
Primer Extension 35 )

54<C 1 min

Finale Reaktion 1 72T 1 min

Tabelle 28: Primer Extension Programm.

Nach dem Primer Extension wurden 15 pl Produkt mit 4 pl Bindepuffer in einer 96-
Well Streptavidinplatte gemischt und fir 30 min inkubiert (s. 3.2.2, Genostrep 96 Kit).
Da der fur das Primer Extension verwendete Primer Biotin-markiert war und bei der
Reaktion ddNTPs verwendet worden waren, konnte der um ein Nukleotid verlangerte

SNP-Primer (s. 3.2.8) an die Platte gebunden werden. Nach je zweimaligem Wa-
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schen mit 40 pl Waschpuffer 1 und Waschpuffer 2 wurde 20 pl Elutionspuffer zuge-
geben und die Platte fir 15 min unter die UV-Lampe gestellt. Durch die Bestrahlung
bei 366 nm wurde der Primer von der Platte abgespalten und 1 ul konnte auf einen
Anchor-Chip (auf vorher 1 pl getrocknete Matrix) pipettiert und am MALDI-TOF ana-
lysiert werden. Diese Analysen wurden in Zusammenarbeit mit dem Institut fir Klini-
sche Biochemie und Pathobiochemie (Prof. Michael Zimmer, MTA Gunnar-Ingi
Kristjansson) durchgefihrt.

3.6.11 Microarray-Analysen

DNA-Microarrays erfreuen sich zunehmender Beliebtheit, da mit ihrer Hilfe diejenigen
Gene ermittelt werden kdnnen, die differentiell exprimiert sind. Die Analysen werden
dabei mit speziellen Objekttragern durchgefuhrt, auf denen DNA-Oligomere mit einer
bestimmten Sequenz aufgebracht wurden, die fir jedes Gen charakterisitisch sind
(DNA-Chips). Nach Hybridisierung mit einer Fluoreszenzmarkierten cDNA, die durch
Umschreibung von Gesamt-RNA aus der zu untersuchenden Probe hergestellt wird,
kénnen die Signale mit einem Laser detektiert und mittels Computer-Software statis-
tisch ausgewertet werden. Im Idealfall kann so ermittelt werden, welche der ca.
40.000 Gene des Menschen eine veranderte Expression aufweisen.

Fur die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente wurde pro Ansatz aus
5 x 10° DCs die RNA isoliert (s. 3.6.1), die Qualitat am Bioanalyzer kontrolliert (ge-
maf Protokoll fir Agilent RNA 6000 Nano Kit, www.agilent.com) und 2 pg in mit Bio-
tin-markierte cDNA umgeschrieben (One-Cycle / Two-Cycle Labeling Kit, Affymetrix,
http://www.affymetrix.com/support/technical/manual/expression_manual.affx).
Ausgehend von cDNA wurde mittels in vitro Transkription cRNA synthetisiert. Nach
Fragmentierung von 20 pug cRNA erfolgte die Hybridisierung auf Affimetrix Chips
(HG-U133 Plus 2.0) fur 16 h bei 45T und der Nachweis mit Streptavidin-
Phycoerythrin Farbeldsung. Die Genchips wurden mit dem GeneChip Scanner 3000
eingelesen.

Zur statistischen Auswertung der Daten wurde das Bioconductor Paket
(www.bioconductor.org) unter dem Statistikprogramm R (www.r-project.org) verwen-
det (Gentleman et al., 2005). Nach Normalisierung der Daten mit variance stabilizati-

on normalization (VSN; Huber et al., 2002) wurden mit Limma (Linear Models for Mic-
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roarray Analysis) die differentiell exprimierten Gene, unter Angabe eines T- und p-
Wertes, ermittelt (Smyth et al., 2003).

Die experimentelle Durchfihrung und die Auswertung der Daten erfolgte in enger
Kooperation mit dem Labor fur Microarray Anwendungen (Dr. Susanne Kneitz) der

Universitat Wirzburg.

3.7 Arbeitsdiagramm fir RNAIi-Experimente

Zur Veranschaulichung der experimentellen Arbeitsablaufe fir die RNAiI Experimente
mit DCs ist folgende Grafik gezeigt. Das Arbeitsdiagramm gibt einen Uberblick
dartber, wie DCs generiert und mit siRNA transfiziert wurden, um anschlie3end ent-

sprechende Expressionsstudien durchzufihren.

Buffy Coat RNA-Isolation
l Ficoll-Gradient l
PBMCs

Bestimmung der RNA-Konz.

l

l CD14 Microbeads

Monozyten TPCR
5-6d l IL-4/ GM-CSF 6-24h l
DCs Light Cycler PCR
l Elektroporation l
SIRNA Transteldion Normalisierung gegen h-ALAS
24-43hl l
Stimulation/ | Relativierung

Infektion

Abbildung 12: Arbeitsdiagramm fur RNAi-Experimente.
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3.8 Arbeiten mit Proteinen

3.8.1 ELISA

Der Enzyme- linked Immunosorbent Assay (ELISA) ist ein immunologisches Verfah-
ren zum Nachweis von molekularen Substanzen. Hierbei macht man sich die Eigen-
schaft spezifischer Antikorper zu Nutze, die an einen nachzuweisenden Stoff
(Antigen) binden. In dieser Dissertation wurden ELISAs fur TNF-a und IL-12 der Fir-
ma Biosource verwendet (s. 3.2.2). Die Rezepturen zur Herstellung der verwendeten
Puffer finden sich im Abschnitt 3.2.4.

Der primére Antikérper wurde mit dem Coating Puffer gemischt (TNF-a: 2 pg/ml, IL-
12: 1 pg/ml), je 100 ul in eine 96-Well Mikrotiterplatte pipettiert und fur 18 h bei 4T
inkubiert. Am nachsten Tag wurde zweimal mit 200 ul Waschpuffer gewaschen und
mit 300 ul Assay Puffer fir 1 h bei RT geblockt. In dieser Zeit wurde eine Verdin-
nungsreihe des Standards mit Assay Puffer hergestellt (1 ng/ml, 500 pg/ml, 250
pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,25 pg/ml, 15,625 pg/ml). Es wurden je 100 ul Probe,
Standard und Assay Puffer (Negativkontrolle) pro Well pipettiert und sofort 50 pl des
Biotin-markierten Antikdrpers (TNF-a: 320 ng/ml, IL-12: 160 ng/ml) zugegeben. Nach
2 h Schitteln bei RT mit 700 rpm wurde zweimal gewaschen. Danach wurden 100 pl
des HRP-markierten Antikorpers zugegeben (TNF-a: 1/625 Verdunnung, IL-12:
1/2.500 Verdinnung in Assay Puffer) und fir 30 min geschuttelt. Nach zweimaligem
Waschen wurde 100 ul TMB-Substrat pro Well pipettiert und fir ca. 30 min im Dun-
keln geschuttelt. Die Farbreaktion wurde durch Zugabe von 100 ul 1,8 N Schwefel-
saure abgestoppt. Anschlie3end wurde im ELISA Reader bei 451 nm (Referenzwel-
lenlange: 620 nm) die Extinktion gemessen und mit Hilfe der Standards die Konzen-
trationen der einzelnen Proben in Microsoft Excel ermittelt. In allen Fallen wurde eine
Doppelbestimmung gemacht und daraus der Mittelwert und die Standardabweichung
berechnet (s. 3.9).

3.8.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Jeweils 1x10° Zellen wurden in 40 pl SDS-Ladepuffer (+ 10% B-Mercaptoethanol)
aufgenommen und fur 5 min aufgekocht (s. 3.2.4). Die Auftrennung der Proteine fand

in 6%-igen Sammelgelen und 12%-igen Trenngelen statt. Hierfir wurden die in
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Tabelle 29 aufgelisteten Komponenten gemischt (erst Trenn- dann Sammelgel) und

zwischen 2 Glasplatten mit 0,75 mm Spacern gegossen.

Lésung Trenngel (12%-ig) Sammelgel (6%-ig)
H.0 4,63 ml 6,7 ml
3 M Tris, pH 8,8 1,25 ml
1 M Tris, pH 6,8 1,25 ml
10% SDS 100 pl 100 pl
Polyacrylamid 3,96 ml 1,95 ml
10% APS 50 pl 50 pl
Temed 10 ul 10 pl

Tabelle 29: Pipettierschema zur Herstellung von 12%-igen und 6%-igen Polyacrylamidgelen.

Es wurden 5 pul Marker bzw. 20 pl Probe aufgetragen und folgende Laufbedingungen
gewahlt: 30 min, 80V und 45 min, 120V.

3.8.3 Western Blot

Der Transfer der Proteine aus dem SDS-Gel auf die Nitrocellulose-Membran wurde
mit einem Semi-Dry-Blotter durchgefuhrt. Zunachst wurde die Membran und die
Whatman-Papiere zurechtgeschnitten (7,5 x 6 cm) und die Membran in Wasser bzw.
die Whatman-Papiere in Transferpuffer befeuchtet. Der Transfer fand nach Aufbau
des Blots fur 30 min bei 160 mA statt. Die Effizienz des Transfers konnte mit Hilfe ei-
ner Ponceau-Losung (s. 3.2.4) Uberpruft werden. Diese wurde fur 2 min auf die
Membran gegeben und anschliel3end so lange mit TTBS gespult bis einzelne Prote-
inbanden zu sehen waren. Durch langeres Spulen konnte die Ponceau-Farbung voll-
standig runtergespult und die Membran zur Antikérper- Detektion weiterverwendet
werden.

Die Membran wurde in TTBS (+ 1% BSA) fur 30 min bei RT geblockt, einmal mit
TTBS fur 15 min gewaschen und dann der primare Antikorper in der entsprechenden
Verdunnung UN bei 4T inkubiert (s. 3.2.11).

Am nachsten Tag wurde einmal mit TTBS fir 15 min gewaschen, einmal fir 30 min
mit TTBS (+ 1% BSA) geblockt und erneut einmal mit TTBS fur 15 min gewaschen.
Der sekundare Antikdrper wurde fur 1 h bei RT zugegeben und die Membran danach
dreimal fir 15 min mit TTBS gewaschen.
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Erfolgte die Detektion mit Hilfe der Alkalischen Phosphatase, so wurde zunachst eine
Tablette des Substrates (enthalt BCIP und NBT) in 10 ml Wasser gelost und davon 1
ml auf die Membran gegeben, bis ein blauer Farbniederschlag zu sehen war. Die
Reaktion konnte durch mehrmaliges Spulen der Membran mit Wasser gestoppt wer-
den.

Fur den Nachweis mittels Chemolumineszenz wurde von den beiden ECL-L6sungen
je 1 ml Losung A mit 1 ml Lésung B gemischt und fir 2 min auf die Membran gege-
ben. Diese wurde dann zwischen zwei Folien gelegt. Die Exposition mit dem Ront-
genfilm fand, je nach Signalstarke, fir verschieden lange Zeitpunkte (2 s — 5 min)

statt, bevor dieser in den Entwickler gegeben wurde.

3.9 Statistik

Alle vorliegenden Ergebnisse wurden, wenn nicht anders angegeben, mindestens als
n=3 produziert. Im Falle der RNAi Experimente wurde in der Regel eine vierfache
Wiederholung mit DCs von mindestens zwei unterschiedlichen Spendern gemacht.

Das arithmetische Mittel (x) von Einzelmessungen und die zugehérige Standardab-

weichung (s) wurden nach folgenden Formeln in Microsoft Excel berechnet:

Hinweis:

Fur die meisten Experimente wurden DCs aus Monozyten von unterschiedlichen
Spendern generiert. Dies hatte zur Folge, dass die Zellen unterschiedlich stark auf
einen bestimmten Stimulus, wie z.B. LPS oder Zymosan, reagierten (s.a. Agrawal et
al., 2007). Daher ist in der Regel eine reprasentative Grafik von einem experimentel-
len Ansatz gezeigt, wohingegen eventuell durch siRNA hervorgerufene Reduktionen
als Mittelwerte (inklusive Standardabweichung) angegeben sind.

Eine Aussage uber die Signifikanz eines Ergebnisses bei den SNP-Analysen wurde
durch die Anwendung des Allel-Frequenz-Differenz-Testes getroffen (Loffler et al.,
2006). Die Wahrscheinlichkeit von p<0.01 besagte, dass das Ergebnis mit einer

Wahrscheinlichkeit von 1% als falsch zu werten ist.
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4 Ergebnisse

4.1 Infektion von DCs mit HCMV

4.1.1 Etablierung eines Zellkultursystems zur HCMV-  Anzucht

Die Etablierung des Zellkultursystems erfolgte im Institut fir Virologie der Universitat
Wirzburg bei Herrn Dr. Benedikt WeiRbrich und Frau MTA Barbara Scheiner. Der
Grol3teil der Ergebnisse zur Etablierung des Zellkultursystems sind bereits im Material-
und Methodenteil niedergeschrieben und eignet sich als ideale Anleitung zur Anzucht
von HCMV (s. 3.3).

Die nachfolgend gezeigten Abbildungen zeigen mikroskopische Aufnahmen von mit
dem klinisch relevanten HCMV Stamm TB4O0E infizierten Fibroblasten (MRC5-Zellen) im
Vergleich zu nicht-infizierten Zellen (s. Abbildung 13).

Abbildung 13: Aufnahmen von Fibroblasten (MRC5-Zellen) mit dem Inversen Mikroskop. Im Gegensatz
zu den uninfizierten Zellen (A) zeigten die mit TB40E infizierten Zellen bereits nach 24 h einen deutlichen
Cytopathischen Effekt (B).

Die erfolgreiche Infektion von MRC5-Zellen wurde nicht nur anhand des Cytopathischen
Effektes (CPE) kontrolliert, sondern auch durch Immunfluoreszenzfarbungen. 24 h nach
Infektion konnten virale Genprodukte (pp65 und IE) mit spezifischen Antikdrpern in infi-
zierten Zellen nachgewiesen werden. Dies setzte voraus, dass die Zellen vor der Far-
bung auf Objekttrager aufgebracht wurden (s. 3.3.6).

Bei der Gegenuberstellung der beiden Farbemethoden (pp65 und IE Detektion) wurde
deutlich, dass sich die IE-Farbung ebenso zum Nachweis von infizierten MRC5-Zellen
eignete wie die pp65-Farbung (s. Abbildung 14).
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Abbildung 14: A) IE-Farbung, B) Negativkontrolle IE-Farbung, C) pp65-Farbung. (Bemerkung: Negativ-
kontrolle fur pp65-Farbung sah genauso aus wie Abbildung B und ist daher nicht gezeigt.)

4.1.2 Kontrolle der Reinheit von Monozyten, DCs und Granulozyten

Durch Zugabe von IL-4 und GM-CSF lassen sich in vitro aus Monozyten grofRe Mengen
an DCs generieren (s. 3.5.4). Diese sind dadurch definiert, dass sie in der FACS-
Analyse (s. 3.5.7) positiv fur die Oberflachenmolekile CD1a, CD40, CD80 und CD86,
sowie negativ fur CD14 und CD83 sind.

Zur Generierung von DCs wurde auf frisch abgenommenes Blut oder auf Buffy Coats
aus der Blutbank in Frankfurt zurtickgegriffen. Aus 100 ml frischem Blut konnten ca. 1 x
10® PBMCs (s. 3.5.1) und ca. 1 x 10’ CD14-positive Zellen (s. 3.5.3) gewonnen werden,
aus 50 ml Buffy Coat Blut ca. 5 x 102 PBMCs und ca. 5 x 10’ CD14-positive Zellen.

Bei der Isolierung von Monozyten mittels CD14 Beads wurde eine Reinheit von ca. 90%
erzielt (s. Abbildung 15 A). Die FSC/SSC-Analyse im FACS zeigte, dass es mehrere
Zellpopulationen gab, von denen die beiden mit einem Gate (R1 + R2) markierten CD14
positiv waren (B). Die tUbrigen 10% zeigten diesen Marker nicht. Was die anderen Ober-
flachenmarker betraf, so zeigten die CD14-positiven Zellen keine Expression fur CDla
(B) und CD83 (C) und lediglich eine schwache Expression fur CD80 (C). CD40 und
CD86 waren in etwa gleich stark auf Monozyten (C) und DCs (F) exprimiert.

Die Ausbeute an DCs betrug nach einer Woche Kultivierung etwa 1/3 der eingesetzten
Anzahl an Monozyten. Routinemaf3ig wurden alle paar Wochen die in vitro generierten
DCs im FACS kontrolliert (s. Abbildung 15 D, E und F). Im Gegensatz zu den Monozy-
ten waren die DCs deutlich positiv fur CD1a (E) und CD80 (F), schwach positiv flr
CD83 (F) und eindeutig negativ fir CD14 (E). Die Reinheit der DCs betrug weit tber
95%.
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Abbildung 15: FACS Analyse der Oberflachenmarker CD14 (grtin), CD1a (pink), CD40 (rot), CD80 (blau),
CD83 ( ) und CD86 ( ) fir Monozyten (A, B, C) und DCs (D, E, F).

Granulozyten wurden mit Hilfe eines speziellen Polymorphprep aufgereinigt (s. 3.5.5)
und vor ihrer Verwendung fir Experimente im FACS analysiert. Als Marker fur Granulo-

zyten diente CD66. Es wurde eine Reinheit von <95% erzielt.
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Abbildung 16: Einfachfarbung von tber Polymorphprep aufgereinigten Granulozyten mit dem a-CD66 An-
tikorper.
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4.1.3 Ermittlung der HCMV Infektionseffizienz beiD Cs

Fur eine erfolgreiche Infektion von DCs mit dem HCMV Stamm TB40E musste zuerst
eine Viruskonzentrierung durchgefuhrt werden (s. 3.3.3). Um diesen Schritt zu evaluie-
ren, wurde ein Vergleich zwischen Konzentrat, das vom Institut fir Virologie in Tubingen
bezogen wurde, und eigens hergestelltem Viruskonzentrat gemacht. Zum Nachweis der
erfolgreichen Infektion wurde die IE-Farbemethode auf ihre Funktionalitat und Spezifitat
hin getestet (s. 3.3.6). Die Infektion von DCs mit dem Tubinger Konzentrat ergab eine
Infektionseffizienz von ca. 40%, mit dem eigenen Konzentrat von ca. 30% (Daten nicht
gezeigt).

Da bislang mit unbekannten Virusmengen gearbeitet wurde, sollte fiir die eigentlichen
Experimente eine grof3ere Menge an Virus mit bekanntem Titer hergestellt werden. In
Zusammenarbeit mit dem Institut flr Virologie der Universitat Erlangen (Prof. Michael
Mach, Frau MTA Barbara Kropff) wurden Viruskonzentrate von dem HCMV-Stamm
TB40E hergestellt (s. 3.3.3). Die Ermittlung des Virustiters (s. 3.3.4) ergab einen Wert
von 4,2 x 10 (s. Abbildung 17).

101 105

102 103 104

10 10-10

107 108 109

Abbildung 17: Virustiterbestimmung nach Reed und Minch, 1938 fiir TB40E (s. 3.3.4). Ausgehend von
der Stock-Losung wurde eine 1:10 Verdinnungsreihe hergestellt und ermittelt, ab welcher Verdiinnung
nur noch eine einzige Zelle als positiv gewertet werden konnte (weil3er Pfeil).

Um auszutesten, wie viel mal mehr Virus im Vergleich zur Zellzahl fir eine gute Infekti-
onseffizienz benutzt werden musste, wurden DCs mit einer MOI=10 bzw. MOI=50 infi-
ziert und die jeweilige Infektionseffizienz ermittelt. Dabei zeigte sich, dass mit einer MOI
von 50 in ca. 40% der DCs und mit einer MOI von 10 in ca. 30% das virale IE-Protein

nachgewiesen werden konnte (s. Abbildung 18).
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Abbildung 18: IE-Farbung von DCs 24 h nach Infektion mit HCMV TB40E mit einer MOI=50 (A) und
MOI=10 (B). In Abbildung C wurde nur Medium zu den DCs gegeben (mock-Infektion).

4.1.4 Zeitabhangige Expressionsanalysen nach Infekt ion von DCs
mit HCMV

Nachdem gezeigt wurde, dass DCs mit dem klinisch relevanten HCMV-Stamm TB40E
infiziert werden konnten, sollte als nachstes untersucht werden, wie die Infektion die
Expression ausgesuchter Cytokine und Immunrezeptoren in Abhangigkeit der Zeit be-
einflusst. Frihere Microarray-Analysen unserer Arbeitsgruppe hatten ergeben, dass ca.
700 Gene 24 h nach Infektion eine mindestens zweifache differentielle Regulation auf-
wiesen (Daten unveréffentlicht). Neben zahlreichen Genen, die die Expression von
Klasse | Interferonen (IFN-a, IFN-B) regulieren, zeigten CXCL10 und CXCL11 eine
knapp 1.000 fache, und somit die starkste Erhéhung.

Um ein besseres Verstandnis dariber zu bekommen, wie diesse Gene zeitabhangig re-
guliert werden, wurden 1 x 10° DCs mit TB40E (MOI=10) infiziert (s. 3.3.5), nach 1-6 h
und 24 h die RNA isoliert (s. 3.6.1), in cDNA umgeschrieben (s. 3.6.3) und das Expres-
sionsprofil von CXCL10, CXCL11, CCL5, IFN-a, IFN-B, TLR2, TLR3 und DC-SIGN am
Light Cycler bestimmt (s. 3.6.4). Fir alle Experimente wurde vor der cDNA-Synthese
immer eine DNase-Behandlung von 5 min durchgefihrt und eine Umschreibekontrolle
mitgefuhrt, die alle Komponenten (auch Total-RNA), mit Ausnahme die Reversen
Transkriptase, enthielt.
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Abbildung 19: Zeitliche Expression (1-6 h, 24 h) ausgesuchter Cytokine (A) und Immunrezeptoren (B)
nach Infektion von 1 x 10° DCs mit dem HCMV Stamm TB40E (MOI=10). Die Expressionen wurden mit
Hilfe der gRT-PCR ermittelt (s. 3.6.4). Der Verlauf ist reprasentativ fiir drei verschiedene DC-Spender.

In Ubereinstimmung zu den Microarrays wurde fiir CXCL10 und CXCL11 die hochste
Expression (1.000fach) aller untersuchten Gene beobachtet. Dabei wurde eine stetige
Zunahme der Expression in Abhangigkeit der Zeit erfasst, die allerdings erst 3-4 h nach
Infektion einsetzte. Im Gegensatz dazu zeigte IFN-B bereits nach 2 h eine 10 fache Er-
héhung der Expression.

Was die Expression von TLR3 betraf, so war TLR3 nach 24 h am starksten exprimiert
(20 fach), zeigte aber schon nach 5 h eine 4 fache Erhéhung. Fur TLR2 und DC-SIGN
konnte gezeigt werden, dass durch TB40E die Expression auch 24 h nach Infektion un-

verandert blieb.
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4.2 TLR-Expression von Monozyten, DCs und Granulozy -

ten

4.2.1 Nachweis der Expression von TLR2, TLR3, TLR4 und TLR9
mittels gRT-PCR

Fur verschiedene TLRs wurde nachgewiesen, dass diese an der Erkennung von HCMV
und A. fumigatus beteiligt sind (s. 2.4.2). In einem ersten Experiment wurden verschie-
dene Leukozyten-Populationen (PBMCs: s. 3.5.1; Monozyten: s. 3.5.3; PMNs: s. 3.5.5
und DCs: s. 3.5.4) isoliert und ihr Expressionsprofil fir TLR2, TLR3, TLR4 und TLR9
ermittelt. Folgende Grafiken geben einen Uberblick dariiber, wie die einzelnen TLRs
von den unterschiedlichen Immuneffektorzellen exprimiert wurden. In allen Fallen wurde

die TLR Expression auf die Expression von h-ALAS bezogen.
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Abbildung 20: Ermittlung des Expressionsprofils von TLR2, TLR3, TLR4 und TLR9 auf PBMCs, Monozy-
ten, PMNs und DCs. Aus je 1 x 10° Zellen wurde die Gesamt-RNA isoliert (s. 3.6.1) und jeweils die glei-
che Menge fur die RT-PCR eingesetzt (s. 3.6.3). AnschlieRend erfolgte am Light Cycler die Ermittlung der
Expression der einzelnen TLRs und von h-Alas (s. 3.6.4 und 3.6.5). Die Grafiken zeigen einen normali-
sierten Mittelwert der Expression von zwei unterschiedlichen Spendern.

Bezogen auf die Expression von h-ALAS zeigten Granulozyten (PMNSs) die starkste Ex-
pression fur TLR2, TLR4 und TLR9. Im Gegensatz dazu wurde TLR3 von Granulozyten
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nur schwach und von PBMCs und Monozyten tberhaupt nicht exprimiert. In vitro gene-
rierte DCs hingegen zeigten eine auffallig hohe Expression fir TLR3.
Eine Analyse, bei der die Expression der einzelnen TLRs auf die Expression von Ubi-

quitin bezogen wurde, hatte ein ahnliches Bild ergeben (Kadowaki et al., 2001).

4.2.2 Nachweis der Expression von TLR2, TLR3 und TL R4 mittels
Durchflusszytometrie

Die Analyse zur Lokalisation von TLR2 und TLR4 wurde mit dem Durchflusszytometer
durchgefthrt. Fir diesen Versuchsansatz wurden Monozyten nach CD14-Isolierung (s.
3.5.3) und DCs nach einer Woche in Kultur von denselben Spendern (s. 3.5.4) mit dem
TLR2 bzw. TLR4 Antikdrper gefarbt und im FACS analysiert (s. 3.5.7). Auch PMNs (s.

3.5.5) wurden in die Analyse miteinbezogen.

Monozyten PMNs
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Abbildung 21: , TLR2, TLR3 und TLR4 FACS Analyse von Monozyten (A, B), DCs (C, D) und PMNs

(E, F, G). Schwarz schattiert ist die jeweilige Isotypkontrolle. Das Egebnis ist reprasentativ fur drei Wie-
derholungen.
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Fir Monozyten und PMNs konnten TLR2 und TLR4 eindeutig als in der Plasma-
membran lokalisierte Rezeptoren nachgewiesen werden (s. Abbildung 21 A und B). Im
Gegensatz dazu, waren TLR2 und TLR3 extrazellular bei DCs nicht zu detektieren.
Zwar konnte bei diesem Spender fur TLR4 ein schwaches Signal erhalten werden (E),
welches aber bei Wiederholung mit anderen Spendern nicht zu sehen war (Daten nicht
gezeigt). Auch die Stimulierung von DCs mit LPS und A. fumigatus KS flhrte trotz Aus-
reifung (s. 4.6.3) zu keinem positiven Ergebnis (Daten nicht gezeigt). Daraus folgte,
dass die Generierung von DCs aus Monozyten, in Gegenwart von IL-4 und GM-CSF,
zur Folge hatte, dass TLR2 und TLR4 auf der Zelloberflache nicht mehr nachzuweisen
waren.

Der Vermutung, dass TLR2 und TLR4 intrazellular in DCs lokalisiert sein kénnten, wur-
de durch eine intrazellulare FACS-Farbung (s. 3.5.8) weiter nachgegangen. Als Kontrol-
le fir eine erfolgreiche Fixierung und Permeabilisierung der Zellen wurde parallel TLR3
und IFN-y mit einem spezifischen Antikérper nachgewiesen.
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Abbildung 22: Intrazellulare FACS Analyse fir TLR2 (A), , TLR3 (B) und TLR4 (C) bei DCs.
Schwarz schattiert ist die jeweilige Isotypkontrolle. Das Egebnis ist reprasentativ fur drei Wiederholungen.

Im Gegensatz zu TLR2 (A) und TLR4 (C) konnte TLR3 und IFN-y (B) bei DCs intrazellu-

lar nachgewiesen werden.

4.3 Etablierung eines siRNA Systems fiir humane DCs

4.3.1 Bestimmung der siRNA-Transfektionseffizienzb  ei DCs

Fur RNAI-Experimente, bei denen die Expression ausgesuchter Gene mittels siRNA re-

duziert werden sollte, wurde als erstes die Transfektionseffizienz fir DCs ermittelt. 1 x

10° Zellen wurden gemaR Abschnitt 3.5.9 per Elektroporation mit einer Cy3 markierten

SiRNA (s. 3.2.10) transfiziert und 24 h spater im FACS (s. 3.5.7) bzw. im Fluoreszenz-
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mikroskop analysiert. Flr die Fluoreszenzmikroskopie wurden Cytospin-Préparate her-
gestellt und mit DAPI gefarbt (s. 3.5.10).
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Abbildung 23: Ermittlung der siRNA Transfektionseffizienz mittels FACS-Analyse (A) und Fluoreszenz-
mikroskopie (B).

Als Anhaltspunkt fir eine erfolgreiche Transfektion wurde auf die Bedingungen von
Gebhard, 2004 zurtckgegriffen, der DCs bereits aussichtsreich mit siRNA transfiziert
hatte. Es zeigte sich, dass mit dem Elektroporator gute Transfektionsraten mit einem
Stromimpuls von 340 V fur 10 ms erzielt wurden. Im Durchflusszytometer ergab sich
eine Transfektionseffizienz von ca. 90%, bei der mikroskopischen Auswertung von ca.

80% (80 von 100 ausgezahlten Zellen wurden als positiv gewertet).

4.3.2 Untersuchungen zur Dauer und Starke des RNAI-  Effektes

Am Beispiel von TLR2 und TLR3 sollte untersucht werden, wie lange der in DCs durch
siRNA induzierte Effekt der verringerten Expression anhalt. Um diese Frage zu beant-
worten, wurden DCs mit TLR2 bzw. TLR3 siRNA transfiziert (s. 3.5.9) und die Expres-
sion von TLR2 und TLR3 nach Isolierung von RNA (s. 3.6.1) und Umschreibung in
cDNA (s. 3.6.3) am Light Cycler zu verschiedenen Zeitpunkten (6 h - 120 h) kontrolliert.

Alle gezeigten Grafiken enthalten ausschlief3lich normalisierte Werte (s. 3.6.5).
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Abbildung 24: Relative Expression von TLR2 bei DCs im zeitlichen Verlauf nach TLR2 siRNA Trans-
fektion. Die Zellen wurden entweder mit siRNA (11, 1) oder mit der non-silencing Kontrolle (1V) transfiziert
und die Expression zum jeweiligen Zeitpunkt (nach Normalisierung) auf den Ansatz ohne siRNA (1) bezo-
gen.

6 h nach TLR2 siRNA Transfektion wurde eine Reduktion der Expression um 95% (IlI)
bzw. 96% (lIl) erreicht. Diese Reduktion sank nach 24 h auf 87% (Il) bzw. 85% (lII) und
nach 48 h auf 87% (Il) bzw. 82% (IIl). Nach weiteren 48 h sank die Reduktion auf 75%
(I bzw. 73% (lIl). In einigen Ansatzen mit der non-silencing Kontrolle wurde eine leicht
veranderte TLR2 Expression beobachtet, die allerdings als nicht signifikant gewertet
wurde.

Ein &hnliches Bild wie bei den Untersuchungen zur TLR2 siRNA Transfektion ergab
sich bei Verwendung der beiden TLR3 siRNAs.
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Abbildung 25: Relative Expression von TLR3 bei DCs im zeitlichen Verlauf nach TLR3 siRNA Trans-
fektion. Zellen wurden entweder mit siRNA (ll, 1ll) oder mit der non-silencing Kontrolle (IV) transfiziert und
die Expression zum jeweiligen Zeitpunkt (nach Normalisierung) auf den Ansatz ohne siRNA (l) bezogen.
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Der Einsatz der beiden TLR3 siRNAs fuhrte, im Gegensatz zur Kontroll-siRNA, zu einer
verringerten TLR3 Expression. 24 h nach Transfektion waren die Effekte am starksten,
wobei eine Reduktion um etwa 95% erzielt wurde. Aus diesem Grund wurde fir alle

weiteren Experimente dem Zeitpunkt von 24 h der Vorzug gegeben.

4.3.3 Cytokin-Induktion durch RNAI?

Unlangst wurde nachgewiesen, dass die Methode der RNAI neben all ihren positiven
Anwendungsmaoglichkeiten auch unerwiinschte Nebeneffekte haben kann (Marques
und Williams, 2005). So konnten Kariko et al. im Jahr 2004 zeigen, dass die Trans-
fektion von Makrophagen mit einer siRNA, die gegen die mRNA des Mannose Rezep-
tors gerichtet war, gleichzeitig zu einer starken Freisetzung von IFN-a, IFN- und TNF-a
fuhrte.

Ob ein &hnlicher Effekt auch beim Einsatz der Elektroporation zu beobachten ist, sollte
am Beispiel von mit TLR2 siRNA transfizierten DCs untersucht werden. Dabei wurde
die Expression von IFN-a, IFN-B, TNF-a, IL-10 und IL-12 24 h nach Transfektion am
Light Cycler kontrolliert (s. 3.6.4). Zur Expressionsanalyse von IFN-a und IFN-B wurde
das Light Cycler Primer Set Human Interferon-a und Human Interferon-g der Firma
Search LC verwendet. Es zeigte sich, dass die Verwendung der beiden TLR2 siRNAs
(I und 1) und der non-silencing Kontrolle (IV) zu keiner signifikanten Erhéhung der Ex-
pression von IFN-a, IFN-B, TNF-a, IL-10 und IL-12 fihrte (Daten nicht gezeigt). Auch
spatere Experimente mit TLR3 siRNA (s. 4.4), TLR4 siRNA (s. 4.7.3), DC-SIGN siRNA,
PTX-3 siRNA (s. 4.7.7), Dectin-1 siRNA (s. 4.7.9) und Card-9 siRNA (s. 4.7.11) zeigten
keine Induktion von TNF-a und IL-12.

Anhand dieser Untersuchungen wurde deutlich, dass sich die Methode der Elektropora-
tion mit den hier verwendeten Parametern zur erfolgreichen Transfektion von DCs eig-
nete. Gleichzeitig waren keine Cytokin-Induktionen als unerwiinschte Nebeneffekte zu

erwarten.
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4.4 Identifikation eines Rezeptors fur HCMV auf DCs

4.4.1 Transfektion von DCs mit TLR3 siRNA und Stimu  lation mit po-
ly I:C bzw. LPS

Als natirlicher Ligand fur TLR3 wurde dsRNA identifiziert (Alexopoulou et al., 2001). Mit
Hilfe einer synthetisch hergestellten dsRNA (poly I:C) konnte der durch TLR3 vermittelte
TRIF-IRF3 abhangige Signalweg genauer erforscht werden. In dieser Doktorarbeit sollte
die TLR3 Expression in DCs mittels spezifischer TLR3 siRNAs runterreguliert werden,
um nach poly I:C Stimulierung die Expression von im TLR3 Signhalweg involvierten Ge-
nen (IFN-a, IFN-B, Rantes, CXCL10, CXCL11) zu untersuchen. Als Kontrolle wurde mit
LPS stimuliert. Zur Analyse von IFN-a und IFN-B wurde fir alle folgenden PCRs die im

Abschnitt 3.2.8 und 3.2.9 angegebenen Primer und Sonden verwendet.

TLR3 IFN-a
10,00 -
1,40
1,20 8,00
5 1,00 s
3 g 6,00
£ 080 =
i} i}
o 0,60 o 4,00
> >
2 8
3 0,40
& € 200
0,20
0,00 0,00 -
1 neomwv 1 neomwv 1 noomv [ (R % v [ .
Kontrolle + poly I:.C + LPS Kontrolle + poly I:.C + LPS
IFN-B Rantes
150,00 34% +/- 16% 1000,00

125,00 -
100,00 -
100,00 -
75,00

= ||| N TTT

10,00 §

“nii

1 Il 1] v | Il 1] v | I 1] v | I M v | I M v | I M v

Relative Expression
Relative Expression

Kontrolle + poly I:C +LPS Kontrolle + poly I1:C + LPS

80



Ergebnisse

CXCL10 CXCL11
100000,00 - 100000,00 -

10000,00 - 10000,00 -

1000,00 1000,00

100,00 - 100,00 4

10,00 q 10,00 4

"Ll “Melln

| I n % | I n \% | I n 1% I U} \% I I [} % ! I 1} v

Relative Expression
Relative Expression

Kontrolle + poly I:C + LPS Kontrolle + poly I:C +LPS

Abbildung 26: Relative Expression von TLR3, IFN-a, IFN-B, Rantes, CXCL10 und CXCL11. DCs wurden
entweder ohne siRNA (1), mit TLR3 siRNA (I, 1) oder mit der non-silencing Kontrolle (IV) transfiziert.
24 h nach Transfektion wurden die Zellen fir 6 h mit 25 pg/ml poly I:C bzw. 1 pug/ml LPS stimuliert.

Die beiden verwendeten TLR3 siRNAs hatten eine 93%-ige [91-95%] (ll) bzw. 91%-ige
[83-96%)] (llI) Reduktion der TLR3 Expression zur Folge. Die Stimulierung mit poly I:C
bzw. mit LPS flhrte zu einer verringerten TLR3 Expression, die durch den Einsatz der
siRNAs deutlich verstarkt wurde. Die non-silencing Kontrolle zeigte in allen Ansatzen
dieselbe Expression wie in den Ansatzen mit den nicht-transfizierten Zellen.

Bei der Analyse der Expression von im TLR3 Signalweg involvierten Genen stellte sich
heraus, dass es durch Stimulierung mit 25 pg poly I:C zu einem eindeutigen Anstieg
von IFN-a, IFN-B, Rantes, CXCL10 und CXCL11 und kam. Im Gegensatz dazu blieb die
Expression von NFkB nahezu unverandert.

Bezuglich IFN-B war der poly I:C vermittelte Anstieg abgeschwachter (34% +/- 16%),
wenn die Zellen zuvor mit TLR3 siRNA transfiziert wurden. Dies deutete auf einen funk-
tionellen Zusammenhang zwischen der TLR3 Expression und der Expression von IFN-£3
hin. Fur IFN-a, Rantes, CXCL10, CXCL11 und NFkB konnte eine solche Beobachtung
nicht gemacht werden.

Wurden als Kontrolle die Zellen mit LPS stimuliert, so hatte dies eine, im Vergleich zur
poly I:C Stimulierung, abgeschwéchte Induktion von IFN-8 und keine veranderte Ex-
pression von IFN-a zur Folge. Im Gegensatz dazu kam es erwartungsgemal zu einer
Erh6hung von TNF-a und IL-12 (Daten nicht gezeigt). Dasselbe wurde auch von Alexo-
poulou et al. (2001) fir Maus-Makrophagen beobachtet. Bei keinem der mit TLR3
SiRNA transfizierten Ansatze konnte eine Verringerung in den Expressionen der analy-
sierten Gene beobachtet werden.

Ob der Einsatz der TLR3 siRNA tatsachlich eine signifikant verringerte IFN-B Expres-
sion nach poly I:C Stimulierung nach sich zieht, wurde nochmals tberprtft, indem DCs
nicht nur fir 24 h mit siRNA transfiziert wurden, sondern fur 48 h. Anschliel3end wurde
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wie im vorherigen Experiment fir 6 h mit poly I:C stimuliert und die gewohnten Expres-
sionsanalysen durchgefiihrt. Erneut war eine reduzierte Expression von IFN- zu beo-
bachten, wenn die Zellen mit TLR3 siRNA transfiziert wurden. Auch die Tatsache, dass
fur IFN-a, Rantes, CXCL10, CXCL11 und NFkB diese Effekte nicht zu sehen waren,
konnte reproduziert werden (Daten nicht gezeigt).

In der Diplomarbeit von Florian Gebhardt (2004) konnen weitere Experimente zur TLR3
und poly I:C Stimulierung (in Konzentrationen von 2,5 ng/ml bis 25 pg/ml) nachgelesen

werden.

4.4.2 Nachweis von Phospho-IRF-3 mittels Western Bl ot

Im vorherigen Abschnitt konnte gezeigt werden, dass der TLR3 Ligand poly I:C die Ex-
pression von Interferonen induziert. Zur Bestatigung, dass dabei eine Signaltrans-
duktion Gber TLR3 und IRF-3 vermittelt wird, sollte mit Hilfe eines Antikorpers erfolgen,
der laut Hersteller nur die phosphorylierte, und somit aktivierte Form von IRF-3 erkennt.
Zu Beginn wurden verschiedene Arten der Proteinisolierung ausprobiert. Als ganzlich
ungeeignet stellte sich der Qproteome Mammalian Protein Preparation Kit von QIAGEN
heraus, da damit nur unbefriedigende Ergebnisse erzielt wurden (Daten nicht gezeigt).
Am einfachsten war es, die Zellen in SDS-Ladepuffer (s. 3.2.4) aufzunehmen und vor
dem Auftragen auf das Gel fur 5 min bei 95C aufzuk ochen. Fir den Transfer der
Proteine auf eine Nitrocellulose Membran wurde eine Stromstarke von 160 mA gewahlt.
Dies entsprach 3,5 mA / cm? und erlaubte einen effizienten Protein-Transfer auf die
Membran, der mittels Ponceau-Farbung kontrolliert wurde.

Es wurde eine Gegenuberstellung der Detektion mit Alkalischer Phosphatase versus
Chemolumineszenz gemacht, wobei sich deutlich herausstellte, dass letzteres die sen-
sitivere Methode war. Bereits nach wenigen Sekunden Exposition des Rontgenfilms war
ein starkes Signal fur B-Actin (Ladekontrolle) sichtbar. Somit wurde dem Nachweis mit-
tels Chemolumineszenz fur das weitere Vorgehen der Vorzug gegeben.

Bei Verwendung des a-Phospho-IRF-3 Antikorpers war die bei 51 kDa befindliche Ban-
de immer gleich stark, egal ob die Zellen mit poly I:C behandelt wurden oder nicht (s.
Abbildung 27). Dies bedeutete, dass der Antikdrper nicht fur fortfihrende Analysen ver-

wendet werden konnte.
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Abbildung 27: Phospho-IRF-3 Western Blot.

4.4.3 Rolle von TLR 3 bei der Erkennung von HCMV

Die Experimente mit TLR3 siRNA und poly I:C Stimulation erbrachten den Beleg dafir,
dass es einen funktionellen Zusammenhang zwischen der Expression von TLR3 und
der Induktion von IFN- gibt (s. 4.4). Somit sollte es denkbar sein, einen moglichen Zu-
sammenhang zwischen der Aktivierung von DCs Uber TLR3 durch HCMV aufzuzeigen.
Analog zu den vorherigen Experimenten wurden DCs fur 24 h mit TLR3 siRNA transfi-
ziert und anschlieRend fir 24 h mit HCMV-Konzentrat mit einer MOI von 10 infiziert (s.
3.3.5).
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Abbildung 28: Relative Expression von TLR3, IFN-a, IFN-B, CXCL10 und CXCL11. DCs wurden entwe-
der ohne siRNA (1), mit TLR3 siRNA (ll, Ill) oder mit der non-silencing Kontrolle (V) transfiziert. 24 h nach
Transfektion wurden die Zellen fiir 24 h mit dem HCMV Stamm TB40 (MOI=10) infiziert.

Die beiden siRNAs verringerten die Expression von TLR3 signifikant um jeweils 93%
[86-96%] (1) bzw. 91% [87-95%] (I11). Durch die Infektion der DCs kam es zu einer star-
ken Expression von CXCL10, CXCL11 und IFN-B. Allerdings konnte kein funktioneller
Zusammenhang zwischen TLR3 und der Induktion von IFN-B aufgezeigt werden, da in
den mit siRNA transfizierten Ansatzen die Expression nicht geringer ausfiel.

Auch bei der Wiederholung des Experimentes mit einer MOI von 10 und einer Infekti-
onsdauer von 6 h konnte kein funktioneller Zusammenhang zwischen TLR3 und IFN-B

nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

4.4.4 Rolle von TLR9 beli humanen DCs

In der Maus wurde TLR9 als Rezeptor fir das murine Cytomegalievirus (MCMV) identi-
fiziert (Tabeta et al., 2004). Da TLR9 bislang noch nicht als Rezeptor fir HCMV besta-
tigt wurde, sollte zunachst untersucht werden, ob TLR9 von DCs exprimiert wird und auf
CpG DNA mit einer Interferonantwort reagierten. Bei CpG DNA handelte es sich um ein
synthetisch hergestelltes Oligonukleotid mit CpG Motiv (s. 3.2.7), welches 2001 von
Bauer et al. als TLR9 Ligand beschrieben wurde.

Pro Ansatz wurden 1 x 10° DCs mit TLR9 siRNA transfiziert und durch Zugabe von

CpG DNA in einer Konzentration von 1 uM (= 3,2 pg / ml) fur 6 h stimuliert. Anschlies-
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send erfolgte wie gewohnt die Isolierung der RNA, die Reverse Transkription und die
Kontrolle der Expression von TLR9, IFN-a, IFN-8, IL-12 und TNF-a am Light Cycler.
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Abbildung 29: Relative Expression von TLR9. DCs wurden entweder ohne siRNA (1), mit TLR9 siRNA (lI,
I1l) oder mit der non-silencing Kontrolle (1V) transfiziert. 24 h nach Transfektion wurden die Zellen fiir 6 h
mit 1 uM CpG DNA stimuliert.

Mit dem Light Cycler konnte fir TLR9 eine extrem niedrige Expression nachgewiesen
werden, wobei diese durch den Einsatz von siRNA nicht signifikant verandert wurde (s.
Abbildung 29). Die Amplifikationseffizienz der PCR wurde mit einem externen Standard
kontrolliert (s. 3.6.7) und betrug 1,7 (Maximum: 2,0). Somit konnte ausgeschlossen
werden, dass eine schlechte Amplifikationseffizienz der Grund fir das schwache TLR9
Signal war. Die Quantifizierung mit einem externen Standard ergab 5 Kopien / pl cDNA
(im Vergleich zu TLR2: 30.000 Kopien / pl cDNA) und bewegte sich somit am Rande
der Sensitivitat des Light Cyclers.

Es zeigte sich ferner, dass die Stimulation mit CpG DNA zu keiner deutlichen Verande-
rung der Expression von IFN-a, IFN-B, IL-12 und TNF-a fuhrte (Daten nicht gezeigt).
Dies ware laut Hersteller Invitrogen unter diesen experimentellen Bedingungen zu er-
warten gewesen. Eine Verlangerung der CpG DNA Stimulationszeit auf 24 h, ohne vor-
herige siRNA Transfektion, flihrte zu demselben Ergebnis (Daten nicht gezeigt). Daher
wurde auf weitere Untersuchungen zur Interaktion zwischen TLR9 und HCMV verzich-
tet.

4.4.5 Untersuchung der durch HCMV induzierten Immun  antwort
nach DC-SIGN / TLR2 siRNA Transfektion

Die Experimente aus den vorangegangenen Abschnitten (s. 4.4.3 und 4.4.4) gaben An-
lass zu der Annahme, dass die bereits wahrend der friithen Phase der Infektion induzier-
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te Expression von Klasse | Interferonen (s. 4.1.4) bei humanen DCs nicht durch die in-
trazellularen Rezptoren TLR3 und TLR9 beeinflusst wird, sondern eine Erkennung
durch sich auf der Plasmamembran befindlichen Immunrezeptoren erfolgen kénnte. Da
eine Interaktion zwischen HCMV und TLR2 (Compton et al., 2003) und DC-SIGN (Hala-
ry et al., 2002) bereits nachgewiesen wurde, sollte dies im Rahmen dieser Arbeit mittels
SiRNA né&her untersucht werden.

Wie in den vorherigen Abschnitten beschrieben, wurden DCs fur 24 h mit TLR2 und /
oder DC-SIGN siRNA transfiziert und fur 6 h mit HCMV-Konzentrat mit einer MOI von
10 stimuliert (s. 3.3.5).
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Abbildung 30: Relative Expression von DC-SIGN, TLR2, IFN-B und CXCL10. DCs wurden entweder ohne
siRNA (1), mit DC-SIGN siRNA (1), TLR2 siRNA (lll), beiden siRNAs (Il/lll) oder mit der non-silencing
Kontrolle (IV) transfiziert. 24 h nach Transfektion wurden die Zellen fir 6 h mit dem HCMV Stamm TB40
(MOI=10) infiziert und die Expression ausgesuchter Gene mittels qRT-PCR ermittelt.

Die beiden siRNAs gegen DC-SIGN und TLR2 verringerten spezifisch die Expression
des jeweiligen Genes (DC-SIGN: 98% [97-99%]; TLR2: 92% [89-96%]). Durch die Infek-
tion der DCs mit HCMV kam es zu einer Erhéhung von IFN-B und CXCL10, wobei die
Expression nicht reduziert war, wenn zuvor die Expression von DC-SIGN verringert
wurde. Auch das gleichzeitige Ausschalten von TLR2 und DC-SIGN (ll/1ll) veranderte
die Expression von IFN-B und CXCL10 nicht.
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4.5 Zusammenhang zwischen SNPs in Entry-
Rezeptorgenen und einem erhohten Risiko fir eine
HCMV Reaktivierung / Erkrankung

Uber das gesamte humane Genom verteilt konnten bis heute mehrere Mio Einzelba-
senpolymorphismen (SNP) identifiziert werden (The International SNP Map Working,
2001), von denen einige im Zusammenhang mit einem erhdhten Risiko fur bestimmte
Krankheiten beschrieben wurden (Haukim et al., 2002). Auch fir SNPs in Genen, die fur
TLRs codieren, konnten solche Zusammenhange entschliisselt werden (Ubersicht in
Schroder und Schumann, 2005).

Im Vorfeld dieser Doktorarbeit wurde nach einem mdglichen Zusammenhang zwischen
ausgesuchten SNPs in immunrelevanten Genen und einem erhdhten Risiko fur eine
HCMV-Reaktivierung / Erkrankung nach Stammzelltransplantation gesucht (Loffler et
al., 2006). Hierfur wurde zwischen 1994 und 2003 DNA aus Blut von Patienten (n =
194) am Tag 30 nach Stammzelltransplantation isoliert. Die so entstandene DNA-
Bibliothek beinhaltete DNA von 65 Patienten ohne HCMV Reaktivierung / Erkrankung,
70 Patienten mit Reaktivierung und 59 Patienten mit Erkrankung. Weiterfihrende Infor-
mationen zum Patientenkollektiv finden sich in Loffler et al., 2006.

Die Patienten-Proben sollten nun dahingehend untersucht werden, ob es einen Zu-
sammenhang zwischen einem SNP in einem Gen, das flr einen bekannten HCMV Re-
zeptor codiert (s. 2.1.3), und einem erhdhten Risiko fur eine HCMV Reaktivierung bzw.
Erkrankung gibt.

Vor Beginn der eigentlichen Genotypisierungen (s. 3.6.6) wurden die jeweiligen Primer-
paare (FR und SA) mittels konventioneller PCR (s. 3.6.7) und Agarosegelelektrophore-
se (s. 3.6.8) auf ihre Funktionalitat hin getestet. Wenn nicht anders angegeben, wurde
fur die PCR mit dem Light Cycler jeweils das Primerpaar FR verwendet. Bis auf die
Primer, die zur Analyse des SNPs rs11543848 (EGFR) verwendet wurden, war fir alle
Primerpaare ein PCR-Produkt in der zu erwartenden Grol3e auf dem Agarosegel zu se-
hen (Daten nicht gezeigt).

Beim SNP mit der Nummer rs1042381 im SDC2 Gen war es trotz Austesten verschie-
dener Primerkombinationen (SDC2 FR, SA, FA, SR) und MgCl,-Konzentrationen (2 mM
-4 mM, in 0,5 mM Schritten) nicht méglich, mit den synthetisierten Sonden SDC2 mut
und SDC2 Anchor verschiedene Genotypen zu detektieren (Daten nicht gezeigt). Nach
Rucksprache mit TIB MOLBIOL stellte sich heraus, dass die fir die Detektion des SNPs
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wichtige Sonde SDC2 mut die eigenen Qualitatskriterien nicht erfillte, so dass kosten-
los eine neue Sonde zur Verfigung gestellt wurde. Die neue Sonde war am 5’-Ende um
2 Nukleotide verkirzt (SDC2 mut short) und erlaubte nun die Detektion der homozygo-
ten (TT) und heterozygoten (AT) Allele, obgleich keine schonen Schmelzkurven erhal-
ten wurden. Auch ein mehrfaches Schmelzen bei 0,1C/s, 0,15C/s und 0,2TC/s ergab
keine ansehnlicheren Schmelzkurven, reichte aber dennoch flr eine Bestimmung der
Genotypen aus (s. Abbildung 31 A). Zur Bestatigung der Genotypen, die bei den
Schmelzkurvenanalysen gewonnen wurden, wurde die DNA von verschiedenen Patien-
ten sequenziert (s. 3.6.9). Hierbei konnten die Ergebnisse des Light Cyclers bestatigt
werden (F). Homozygote Patienten hatten den Genotyp TT, wohingegen bei heterozy-
goten Patienten ein N (A oder T) an dieser Stelle im Elektropherogramm angezeigt wur-
de.

Die Konstruktion von Primern zur Analyse von rs11543848 (EGFR) bereitete einige
Schwierigkeiten, die nur durch den Einbau von Fehlbasen in den Forward Primer um-
gangen werden konnten. In der konventionellen PCR konnte zunéchst kein spezifisches
PCR-Produkt erhalten werden (Daten nicht gezeigt). Im Light Cycler war dies erst nach
dem Austesten verschiedener MgCl,-Konzentrationen und Primerkombinationen und
der Analyse der PCR-Produkte auf dem Agarosegel (s. 3.6.8) mdglich. Die Primerkom-
bination FR und eine MgCl,-Konzentration von 3 mM lieferten die besten Resultate, so
dass Sonden nachbestellt und die Genotypisierungen durchgefihrt werden konnten (B).
Auch fir diesen SNP wurde zur Bestatigung die DNA von verschiedenen Patienten se-
quenziert und die Ergebnisse der Schmelzkurvenanalysen verifiziert. Abbildung 31 G
zeigt die DNA-Sequenz zweier homozygoten Patienten (TT und CC) in 3’-5’ Orientie-
rung, so dass die eigentliche Einzelbasenmutation einen Austausch von A nach G bein-
haltete.

Keine Probleme bei der Amplifikation ergaben sich bei der Analyse des SNPs
rs10251977 im EGFR Gen, obwohl auch hier ein Primer (EGFR mis) eine Fehlbasen-
paarung aufwies (C).

Der SNP rs5921 im ITGB3 Gen war bei der Auswahl der SNPs im Juni 2005 mit einer
Haufigkeit der heterozygoten Allele fiir 49,5% in der Datenbank von NCBI angegeben.
Allerdings stellte sich bei der Genotypisierung heraus, dass alle getesteten Patienten,
egal aus welcher Patientengruppe, denselben Genotyp (GG) hatten (D). Daher wurde

DNA von funf zuféallig ausgewahlten Patienten sequenziert (s. 3.6.9). In Abbildung 31 H
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ist exemplarisch die Sequenz einer Patienten-Probe wiedergegeben. Seit Oktober 2005
ist die in der Datenbank angegebene Haufigkeit auf 0,5% korrigiert.

Ein weiterer SNP im ITGB3 Gen (rs12709459) ergab mit nur 50 PCR-Zyklen schlecht
auswertbare Schmelzkurven, die durch 10 zusatzliche Zyklen deutlich verbessert und

durch weitere 10 Zyklen nicht mehr verandert wurden (E).
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Abbildung 31: Schmelzkurvenanalysen am Light Cycler: A) SDC2 (rs1042381) B) EGFR (rs11543848),
C) EGFR (rs10251977), D) ITGB3 (rs5921), E) ITGB3 (rs12709459). Es sind jeweils die mdglichen
Schmelzkurven bei der Genotypisierung von homozygoten und heterozygoten Patienten, sowie eine Ne-
gativkontrolle (H,0), zu sehen. Zur Bestatigung der Ergebnisse am Light Cycler wurden ausgesuchte Pa-
tienten-DNA sequenziert: F) SDC2 (rs1042381), G) EGFR (rs11543848), H) ITGB3 rs5921. Mit einem
schwarzen Pfeil (|) ist jeweils die Stelle des SNPs markiert.

Neben der Sequenzierung (s. 3.6.9) und der Schmelzkurvenanalyse am Light Cycler (s.
3.6.6) wurde eine weitere Methode angewendet, um Genotypisierungen durchzufuhren.
Mittels MALDI-MS (s. 3.6.10) wurden zwei SNPs (rs2287886 und rs735240) aus dem
Promotorbereich von DC-SIGN analysiert. Die Analysen wurden in Zusammenarbeit mit
dem Institut fir klinische Biochemie der Universitat Wirzburg (Prof. Michael Zimmer,

MTA Gunnar-Ingi Kristjansson) durchgefthrt. Im Vergleich zur SNP-Analyse mit dem
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Light Cycler waren die Genotypisierungen mittels MALDI-TOF durch das Nicht-
Vorhandensein eines PCR-Produktes limitiert. So konnte nur fur 145 / 194 (rs2287886)
bzw. fir 152 / 194 (rs735240) ein PCR-Produkt erhalten werden (s. 3.6.7). Mittels
MALDI-MS wurden von jedem Patientenkollektiv jeweils 40 Proben analysiert. In fol-
gender Abbildung ist exemplarisch die massenspektrometrische Auswertung eines he-
terozygoten Patienten fur rs2287886 (C/T) gezeigt.
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Abbildung 32: MALDI-MS zur SNP-Analyse von rs2287886 (DC-SIGN). Gezeigt ist das massenspektro-
metrische Histogramm eines fir diesen SNP heterozygoten Patienten (C/T). Der Peak mit der gréf3ten In-
tensitat stellt den Primer alleine dar, ohne dass dieser um ein Didesoxynukleotid verlangert worden ist.

Alle Daten wurden mit dem Allel-Frequenz-Differenz-Test vom Institut fir Medizinische
Biometrie, Informatik und Epidemiologie der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitat
Bonn (Dr. Michael Steffens) statistisch ausgewertet. p-Werte kleiner als p < 0.010 wur-
den als signifikant betrachtet (s. 3.9).
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- Kontrolle vs. Kontrolle vs. Reaktivierung vs.
Gen dbSNP Nummer Allel Kontrolle Reaktivierung Erkrankung Reaktivierung S Erkrankung
2287886 cle 17 11 24
rigg cIT C/IT 18 21 12 0.197 0.087 0.003
DC-SIGN TIT 4 6 2
(19p13) 235040 AIA 13 3 8
Is
-939 A/G AG 16 19 16 0.010 0.034 0.598
GIG 7 12 15
11543848 AR 3 S 3
Is
142285 A/G AIG 17 18 19 0.757 0.690 0.918
EGFR GIG 35 39 32
(7p21) 10251977 AIA 26 18 23
Is
162093 A/G AlG 22 28 19 0.996 0.974 0.971
GIG 11 5 10
ITGB3 12709459 AA 27 21 25
s
(17921.32) 37110 AIC AC 28 27 25 0.066 0.892 0.055
C/C 7 15 6
AIA 0 0 1
SDC2 rs1042381
(8022-q23) | 108162 AIT AT 21 15 23 0.304 0.274 0.037
T 43 48 33

Tabelle 30: Statistische Auswertung zur SNP-Analyse im Zusammenhang mit einem erhdhten Risiko fur eine HCMV Reaktivierung / Erkrankung. In der Tabelle
ist die Anzahl an homozygoten und heterozygoten Patienten aufgelistet, die fir den statistischen Vergleich der jeweiligen Gruppen herangezogen wurden. Die
mittels Allel-Frequenz-Differenz-Test ermittelten p-Werte p < 0.010 sind fett markiert. Die Positionen der jeweiligen SNPs wurden unter http://snpper.chip.org er-
mittelt.
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Die beiden analysierten SNPs (rs2287886 und rs735240) im Promotor-Bereich von DC-
SIGN wiesen eine hoch signifikante Assoziation (p < 0.010) mit einem erhéhten Risiko
fur eine HCMV Reaktivierung bzw. Erkrankung auf. Auch rs1042381 (SDC2) schien mit
einem erhdhten Risiko fir eine HCMV Erkrankung assoziiert zu sein, wenn bereits eine
HCMV Reaktivierung vorlag.

Um die Frage zu beantworten, ob die beiden Risiko-Allele eine abgeschwachte Expres-
sion von DC-SIGN zur Folge haben, sollten funktionelle Analysen klaren. Bei der Geno-
typisierung von DNA-Proben von 29 gesunden Spendern mittels MALDI-MS (s. 3.6.10),
gab es jeweils funf Spender, die homozygot waren fir CC bzw. TT (rs2287886), sowie
AA bzw. GG (rs735240). Von diesen Personen wurde Blut abgenommen, DCs generiert
(s. 3.5.4) und mittels gRT-PCR (s. 3.6.4) die Expression fur DC-SIGN ermittelt (s.
Abbildung 33). Aus der Literatur war bekannt, dass IL-4, welches zusammen mit GM-
CSF zur DC-Generierung verwendet wird, zu einer starken Expression von DC-SIGN
fuhrt (Li et al., 2006).
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Abbildung 33: Expression von DC-SIGN in DCs mit unterschiedlichem genetischen Hintergrund. Es wur-
de der Mittelwert und die Standardabweichung der DC-SIGN Expression von jeweils flinf Spendern be-
rechnet.

Die Expression von DC-SIGN war in den DCs hoher, die von Spendern mit der Allel-
kombination CC AA stammten, als bei solchen mit TT GG (p = 0.057).

In Zusammenarbeit mit dem Institut fir Virologie, Tubingen (Dipl. Biol. Tobias Kessler)
wurde weiterhin untersucht, ob sich DCs mit einer starkeren DC-SIGN Expression bes-
ser mit dem HCMV Stamm TBA40E infizieren lassen (s. Abbildung 34). Der Nachweis

der Infektionseffizienz erfolgte mittels IE-Farbung (s. 3.3.6).
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HCMV TB40E Infektionseffizienz
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Abbildung 34: HCMV-TB40E Infektionseffizienz von DCs, die aus Blut von jeweils vier Personen mit der
Allelkombination CC AA bzw. TT GG generiert wurden. Die Infektionen der DCs wurde, wie in Abschnitt
3.3.5 beschrieben, durchgefiuhrt.

DCs mit der Allelkombination CC AA zeigten eine signifikant hohere Infizierbarkeit im

Vergleich zu DCs mit der schwacheren DC-SIGN Expression (p = 0.037).
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4.6 Interaktion von DCs und A. fumigatus

4.6.1 Untersuchungen zur Phagozytose von A. fumigatus durch
DCs

Der zweite Teil dieser Dissertation beschaftigte sich mit der Interaktion von Immuneffek-
torzellen (DCs und Granulozyten) und dem ebenfalls nach allogener Stammzelltrans-
plantation wichtigen Pathogen A. fumigatus (s. 2.2). Zunachst galt es die Frage zu be-
antworten, ob es eine direkte Interaktion zwischen Konidien und KS von A. fumigatus
und DCs gibt. Hierfiir wurde nach Co-Kultivierung der DCs mit den FITC-markierten Pil-
zen eine Cytospin-Préparation durchgefihrt (s. Abbildung 35). Da A. fumigatus Hyphen
aufgrund ihrer Grof3e und der Eigenschaft, sich zu einem Mycel zusammenzulagern,
nicht in einheitlicher Konzentration pipettiert werden konnten, wurden sie nicht mit in die

Untersuchungen einbezogen.

Abbildung 35: Phagozytose-Assay. DCs wurden fir 60 min mit FITC-markierten Pilzen (A: A. fumigatus
Konidien, B: A. fumigatus KS) co-kultiviert und nach einer Cytospin-Praparation mit DAPI gefarbt (s.
3.5.10).

Die derart hergestellten Praparate erlaubten keine eindeutige Aussage dartber, ob die
Pilze phagozytiert wurden oder auf3erhalb der DCs lagen. Dennoch machte diese Art
der Praparation die GroRRenverhaltnisse zwischen DC und Pilz deutlich und gab diejeni-
gen Formen von KS wieder, wie sie fur alle weiteren Experimenten eingesetzt wurden.
Eine zweite Art der Praparation, bei der die DCs ihre besondere Morphologie beibehiel-
ten, wurde dadurch erreicht, dass die Zellen auf Glasplattchen mit den Pilzen co-
inkubiert wurden (s. 3.5.10). Diesmal konnte der enge Kontakt zwischen Konidien und
DCs nachgewiesen werden, da die Pilze vorwiegend an den Stellen zu finden waren,
wo das Cytoskelett der DCs angefarbt war (s. Abbildung 36).
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Abbildung 36: Phagozytose-Assay. DCs wurden fur 60 min mit FITC-markierten Pilzen (A. fumigatus Ko-
nidien und KS) auf Glasplattchen co-kultiviert und das Cytoskelett mit Phalloidin-Alexa und die Zellkerne
mit DAPI angefarbt (s. 3.5.10).

In Zusammenarbeit mit dem Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsforschung in Braun-
schweig konnte eine direkte Interaktion zwischen DCs und A. fumigatus KS mit dem
real-time Mikroskop bestatigt werden (s. Abbildung 37). Dabei zeigte sich, dass DCs ak-
tiv die Pilze aufsuchten und sich an diese anlagerten. Bereits nach 50 min war zu er-

kennen, dass die KS durch DCs angegriffen wurden.

Abbildung 37: Real-time mikroskopische Aufnahmen nach Co-Kultivierung von DCs und FITC-gefarbten
A. fumigatus KS uber einen Zeitraum von 175 min. Die Bilder wurden freundlicherweise von Frau Dipl.-
Biologin Iwona Wozniok (Universitatsklinikum Wurzburg) im Helmholtz-Zentrum fir Infektionsforschung in
Braunschweig (AG Immundynamik, Dr. Matthias Gunzer) aufgenommen, die im Rahmen ihrer Arbeit eine
Interaktion zwischen A. fumigatus und PMNSs untersucht hat (Wozniok, 2007). Eine detaillierte Methoden-
Anleitung findet sich in Gunzer et al., 2004.
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4.6.2 Microarray-Analysen nach Infektion von DCs mi  t A. fumigatus
KS (unter immunsuppressiver Wirkung von Mycophenola t)

Eine von der Firma Novartis finanzierte Studie sollte klaren, ob ex vivo generierte DCs
durch MPA beeinflusst werden. Da es hierzu bislang keine Hinweise gab, wurde in Ko-
operation mit der Abteilung flr Microarray-Analysen (Dr. Susanne Kneitz) ermittelt, ob
es zu einer veranderten Genexpression nach MPA-Behandlung und gleichzeitiger Infek-
tion mit A. fumigatus KS kommt.

Je 5 x 10° DCs wurden entweder ohne MPA, mit MPA (50 pg / 5 ml), mit A. fumigatus
KS (5 x 10° / 5 ml) oder beides in Kombination fiir 6 h stimuliert. AnschlieBend wurde
die Total-RNA isoliert (s. 3.6.1) und mittels Affymetrix-Chips das jeweilige Expressions-
profil bestimmt (s. 3.6.11). Das Verhaltnis der Absorption von 260 nm zu 280 nm hatte
dabei Werte zwischen 2,0 und 2,1 ergeben, was auf eine nur geringfligige Proteinverun-
reinigung der RNA zurlckschlieBen lie3. Eine Qualitdtsanalyse der RNA mittels Bioana-
lyzer (s. 3.6.11) ergab RIN-Werte (RNA integrity number) von 9,5 (Maximum: 10), was
darauf hindeutete, dass die RNA von hervorragender Beschaffenheit war (s. Abbildung
38).
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Abbildung 38: Qualitdtsanalyse der fir die Microarray-Analyse verwendeten RNA, die aus DCs isoliert
wurde. Im Histogramm ist auf der x-Achse die Anzahl an Nt der RNA aufgetragen, auf der y-Achse die
gemessene Absorption wahrend der elektrophoretischen Auftrennung, die nach der GréRe der RNA er-
folgte. Am Bionalyzer waren zwei saubere Peaks (bei 2.000 und 4.000 Nt) zu sehen, die die 18S und 28S
rRNA reprasentierten.

Im Durchschnitt wurden 500 ng / pl an RNA aus 5 x 10° Zellen isoliert (Gesamtvolumen:
35 ul). Da fir die Markierungsreaktion 2 pg / ul benétigt wurden, erfolgte vor der Biotin-
Markierungsreaktion und Chip-Hybridisierung eine RNA-Amplifikation mit dem One Cyc-
le Labelling Kit (Affymetrix).
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Von den 47.400 Transkripten des Human Genome U133 Plus 2.0 Arrays waren in DCs
im Durchschnitt ca. 35% exprimiert, die restlichen 65% hingegen nicht. Tabelle 31 gibt

einen Uberblick tber die Anzahl an differentiell exprimierten Genen beim Vergleich der

verschiedenen experimentellen Ansatze.

Spender 1
Vergleich 4 fache Expression 2 fache Expression
unstimuliert MPA 0 27
unstimuliert A. fumigatus 504 2867
unstimuliert MPA + A. fumigatus 570 2915
Spender 2
Vergleich 4 fache Expression 2 fache Expression
unstimuliert MPA 0 7
unstimuliert A. fumigatus 689 3140
unstimuliert MPA + A. fumigatus 797 3054
Mittelwert Spender 1 und Spender 2
Vergleich 4 fache Expression 2 fache Expression
unstimuliert MPA 0 9
unstimuliert A. fumigatus 590 2866
unstimuliert MPA + A. fumigatus 689 2919

Tabelle 31: Anzahl an differentiell exprimierten Genen nach Stimulation von DCs mit MPA bzw. A. fumi-
gatus KS.

Die Behandlung von DCs mit MPA fiihrte zu keiner starken Verdnderung des Expres-
sionsprofils. Lediglich 27 Gene bei Spender 1 und sieben Gene bei Spender 2 schienen
differentiell reguliert zu sein. Bei néherer Betrachtung fiel auf, dass hierbei nur drei Ge-
ne (solute carrier family 16 member 10, SLC16A10, inhibin beta A, INHBA und ein un-
bekanntes Gen) eine Ubereinstimmung zwischen Spender 1 und Spender 2 zeigten.

Nach Infektion von DCs mit A. fumigatus KS waren 504 Gene bei Spender 1 (bzw. 689
Gene bei Spender 2) mit einer 4fachen Veranderung reguliert, bei zusatzlicher Behand-
lung mit MPA 570 bzw. 797 Gene. Dabei wurden 473 (bzw. 601) Gene gefunden, die in
beiden Ansatzen (A. fumigatus, als auch MPA + A. fumigatus) eine Uber 4fache Regula-
tion zeigten. Obgleich der Eindruck entstand, dass MPA die Pilz-induzierte Genexpres-
sion verstarkte, wurde eine Ubereinstimmung lediglich fiir 21 Gene (darunter Throm-

bospondin 1, THBS1) gefunden, die sowohl bei Spender 1 und Spender 2 duch A. fu-
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migatus + MPA verstarkt exprimiert waren im Vergleich zu Zellen, die nur in Kontakt mit
dem Pilz standen. Da eine Literaturrecherche keinen verninftigen Zusammenhang zur
Immunsuppression ergab, wurde geschlussfolgert, dass MPA keinen, oder allenfalls
sehr geringen Einfluss auf die Genexpression von DCs hatte.

Beim Vergleich zwischen unbehandelten und mit A. fumigatus KS stimulierten Zellen
wurden 590 Gene (Mittelwert der Signal log ratios von Spender 1 und 2) gefunden, die
eine 4fache Veranderung ihrer Expression aufwiesen. Diese 590 lie3en sich in ver-
schiedene Gruppen (Cytokine, Immunrezeptoren, etc.) einteilen (s. Tabelle 32).
Der komplette Datensatz kann bei Gene Expression Omnibus
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) unter der Accession number GSE6965 abgerufen

werden.
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ACCNUM Gen-Name Symbol Signal log Ratio Expression t-Test p-Wert
. NM_004591 | Chemokin (C-C motif) Ligand 20 CCL20 -6,86 950,8 -51,3 3,48E-06 1
% o AF043341 Chemokin (C-C maotif) Ligand 5 CCL5 -3,39 29,5 -13,3 1,03E-03 1
% % NM_002983 | Chemokin (C-C motif) Ligand 3 CCL3 -1,79 6,0 -5,3 3,00E-02 1
E = NM_002984 | Chemokin (C-C motif) Ligand 4 CCL4 -1,75 5,8 -5,0 3,79E-02 1
O NM_002990 | Chemokin (C-C motif) Ligand 22 CCL22 -1,73 5,7 75 9,47E-03 1
NM_001511 | Chemokin (C-X-C motif) Ligand 1 CXCL1 -5,17 176,6 -16,3 4,22E-04 1
£ o NM_002090 | Chemokin (C-X-C motif) Ligand 3 CXCL3 -5,00 148,6 -20,3 1,82E-04 1
g % M57731 Chemokin (C-X-C motif) Ligand 2 CXCL2 -4,81 122,5 -23,1 9,55E-05 1
g § AK026546 Chemokin (C-X-C motif) ligand 5 CXCL5 -3,49 32,9 -8,9 5,15E-03 1
00 AF043337 Interleukin 8 IL-8 -3,04 20,9 -25,9 6,37E-05 1
NM_001565 | Chemokin (C-X-C motif) Ligand 10 CXCL10 -1,94 6,9 -2,5 2,65E-01 1

Granulocyte-macrophage colony stimu-

M11734 lating factor GMCSF -5,10 164,6 -36,4 1,47E-05 i
o M15329 Interleukin 1 alpha IL-1a -5,00 149,1 -18,9 2,30E-04 1
% NM_000576 |Interleukin 1 beta IL-18 -4,86 128,8 -26,0 6,37E-05 1
% NM_002187 |Interleukin 12p40 IL-12 -4,84 126,2 -15,1 6,47E-04 1
i_ NM_000594 | Tumor necrosis factor alpha TNF-a -4,36 78,6 -22,5 1,06E-04 1
% NM_000600 |Interleukin 6 IL-6 -3,67 39,4 -4,8 4,09E-02 1
% BE563442 Interleukin 1 Rezeptor Antagonist ILARN -2,90 18,1 -9,4 4,27E-03 1
= U22386 Macrophage colony stimulating factor MCSF -2,59 13,3 -6,9 1,22E-02 1
NM_016584 | Interleukin 23 IL-23 -2,09 8,1 -6,2 1,86E-02 1
NM_000572 | Interleukin 10 IL-10 -1,32 3,8 -3,1 1,58E-01 1
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AF015524 Chemokine (C-C motif) receptor-like 2 CCRL2 -2,78 16,1 -13,2 1,06E-03 1
NM_001561 | Tumor necrosis factor Rezeptor 9 TNFRSF9 -2,56 12,9 -18,6 2,53E-04 1
NM_000417 | Interleukin 2 Rezeptor, alpha IL2RA -2,30 9,9 -11,3 2,05E-03 1
NM_002852 | Pentraxin-3 PTX-3 -2,02 7,5 -6,3 1,74E-02 1
§ NM_002185 | Interleukin 7 Rezeptor IL7R -1,97 7,2 -2,6 2,42E-01 1
& AJ277151 Tumor necrosis factor Rezeptor 4 TNFRSF4 -1,92 6,8 -18,15 2,84E-04 1
g AF056979 Interferon gamma Rezeptor 1 IFNGR1 1,75 57 15,1 6,47E-04 !
g L01639 Chemokin (C-X-C motif) Rezeptor 4 CXCR4 -1,73 5,6 -9,3 4,40E-03 1
- NM_003264 | Toll-like Rezeptor 2 TLR2 -1,58 49 -4.6 4,69E-02 1

NM_001838 | Chemokin (C-C motif) Rezeptor 7 CCR7 -1,50 4,5 -5,3 3,03E-02 1

AF117297 Tumor necrosis factor Rezeptor 18 TNFRSF18 -1,44 4,2 -6,7 1,40E-02 1

NM_138557 | Toll-like Rezeptor 4 TLR4 1,44 4,2 9,1 4,91E-03 !

c NM_001250 |CD40 CD40 -1,62 5,0 3,1 1,64E-01 1

. g NM_004233 |CD83 CD83 -1,56 4.8 -10,3 2,84E-03 1

8 g BC042665 CD80 CD80 -1,31 3,7 -9,0 4,95E-03 1

» L25259 CD86 CD86 -1,16 3,2 -5,5 2,64E-02 1

@ NM_000963 | Prostaglandin-endoperoxid Synthase 2 PTGS2 -5,98 396,5 -29,1 4,55E-05 1

‘% "§ Al675173 Prostaglandin E Rezeptor 4 PTGER4 -2,06 7,8 -3,1 1,60E-01 1

a % NM_000956 | Prostaglandin E Rezeptor 2 PTGER2 -1,64 5,2 -5,7 2,38E-02 1

Nuclear factor of kappa light polypeptide
é ABO37925 gene enhancer in B-cells inhibitor, zeta NFKBIz 469 109.4 185 9.85E-04 T
%’ NM_002908 v-rel reticuloendotheliosis viral oncogene REL 3,00 20,1 80 7.43E-03 )
§ homolog

= . -

g M55643 Z:I::Ieez;t:zt::;roifnk;ip:l‘l!glht polypeptide NFKB1 -2,38 10,7 -16,5 4,05E-04 1

- AlI0O78167 Nuclear factor of kappa light polypeptide NFKBIA -1,74 57 -9,9 3,29E-03 1
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. NM_002425 | Matrix metallopeptidase 10 MMP10 -4,84 126,8 -37,0 1,47E-05 1
o
x g_ § NM_002421 | Matrix metallopeptidase 1 MMP1 -4,06 57,9 -7,4 9,93E-03 1
g % .% u38321 Matrix metallopeptidase 19 MMP19 -2,88 17,8 -3,4 1,25E-01 1
E" NM_004994 | Matrix metallopeptidase 9 MMP9 -2,08 8,0 -4.8 4,24E-02 1
c NM_000201 Intercellular adhesion molecule 1 ICAM1 -2,28 9,8 -5,7 2,33E-02 1
i)
=z NM_021101 |Claudin1 CLDN1 -2,07 7.9 -3,1 1,64E-01 1
N <
> NM_002999 |Syndecan 4 SDC4 -1,54 4,6 -12,9 1,15E-03 1
AY007161 EH-domain containing 1 EHD1 -2,42 11,2 -12,4 1,39E-03 1
NM_000422 |Keratin 17 KRT17 -1,62 50 -3,4 1,31E-01 1
[} Guanine nucleotide binding protein,
8 NM_006572 GNA13 -1,40 4,1 -5,1 3,56E-02 1
‘5 alpha 13
% CDC42 effector protein (Rho GTPase
< Al754416 o CDC42EP3 -0,96 2,6 -3,2 1,46E-01 1
o binding) 3
E NM_ 017817 |RAB20, member RAS oncogene family RAB20 -0,93 2,5 -4,5 5,31E-02 1
O
§ NM_023009 | MARCKS-like 1 MARCKSL1 -0,88 2,4 -6,8 1,35E-02 1
5* U34690 Coronin, actin binding protein, 1A CORO1A 0,96 2,6 2,0 4,19E-01 1
Phosphoinositide-3-kinase, regulatory
Al679268 bunit 1 PIK3R1 1,40 4,1 6,0 2,04E-02 1
subuni

Tabelle 32: Auswahl an interessanten, differentiell exprimierten Genen, die nach sechsstiindiger Co-Kultivierung von DCs mit A. fumigatus KS hoch- bzw. runterre-
guliert waren. Aus den Mittelwerten der Signal log ratios von 2 DC-Spendern wurde errechnet (€59 ') 'um welchen Faktor ein Gen starker (1) oder schwacher
(}) exprimiert war. Der komplette Datensatz kann bei Gene Expression Omnibus (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) unter der Accession number GSE6965 abgeru-
fen werden.
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Die Klassifikation der 590 differentiell exprimierten Gene nach A. fumigatus Infektion mit
Hilfe der Gene Ontology tree machine (GOTM; http://bioinfo.vanderbilt.edu/gotm/;
Zhang et al., 2004) machte deutlich, dass die Gegenwart von A. fumigatus weitreichen-
de Veranderungen des Expressionsprofils von DCs nach sich zog. Es waren vor allem
Gene differentiell reguliert, von denen bekannt ist, dass sie an Vorgangen der
Signaltransduktion, Pathogen-Abwehr, Immunantwort, aber auch Cytoskelett-
Organisation (KRT17, GNA13) und Phagozytose (RAB20, MARCKSL1, COROI1A,
EHD1) beteiligt sind.

Das Gen, das die hochste Expression zeigte, war CCL20. Des Weiteren wurde eine
Hochregulation von Cytokinen (TNF-a, IL-6, IL-10, IL-12), Chemokinen (IL-8, CXCL10),
Co-stimulatorischen Molekulen (CD40, CD80, CD83, CD86), Prostaglandin Synthese
Genen (PTGS2) und Genen, die an der Erkennung von Pilzen beteiligt sind (PTX-3,
TLR2), beobachtet. Die Ausreifung von DCs durch A. fumigatus wurde mittels Durch-
flusszytometrie bestatigt (s. 4.6.3 ), die Expression ausgewahlter Cytokine und Rezep-
toren mittels gRT-PCR (s. 4.6.4).

4.6.3 Einfluss von Immunsuppressiva auf die Reifung von DCs

Patienten nach Stammzelltransplantation werden zur Vermeidung von Abstofungsreak-
tionen mit Immunsuppressiva behandelt, wodurch die Funktion des neuen Immunsys-
tems unterdruckt wird. Neben den bekannten Wirkungen von Sandimmun (Cyclosporin
A), Fortecortin (Dexamethason), Solu-Decortin, CellCept, MPA und RAD (s. 3.2.6) sollte
hier untersucht werden, ob DCs in ihrer Fahigkeit zur Reifung negativ beeinflusst wer-
den.

Die besagten Immunsuppressiva wurden in einer hohen Konzentration von 1 pug und 10
Hg zu 1 x 10° DCs zugegeben und die Expression der Co-stimulatorischen Molekiile
nach 2 d am FACS analysiert. Es zeigte sich, dass keines einen deutlichen stimulieren-
den oder inhibierenden Einfluss hatte. Ferner wurde keine Ausreifung (CD83) und auch
keine Rickdifferenzierung zu Monozyten (CD14) induziert (Daten nicht gezeigt).

Um zu untersuchen, ob die Reifung von DCs durch Immunsuppressiva beeinflusst wird,
wurden DCs gleichzeitig mit Immunsuppressiva (10 pg/ml) und LPS (10 pg/ml) stimu-
liert. Erwartungsgemald bewirkte LPS eine Hochregulation der Expression der Co-
stimulatorischen Molekiile CD40, CD80, CD83 und CD86, die nicht signifikant durch ei-

nes der Immunsuppressiva inhibiert wurde (Daten nicht gezeigt).
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Als nachstes wurde die durch A. fumigatus KS induzierte Reifung, in Kombination mit
den besagten Immunsuppressiva, Uberprift. Diese Experimente wurden mit Ethanol-
inaktivierten Pilzen durchgefihrt, da eine Stimulationszeit von 48 h gewahlt wurde (s.
3.4). Es wurde deutlich, dass A. fumigatus KS zur Ausreifung von DCs fluhrte, die aller-
dings schwacher ausfiel als mit der Stimulation durch LPS. Keines der Immunsuppres-
siva verdnderte die Expression der Co-stimulatorischen Molekilen (Daten nicht ge-
zeigt).

4.6.4 Zeitabhangige Co-Kultivierung von DCs mit  A. fumigatus KS

Die Rekrutierung und Aktivierung anderer Immuneffektorzellen durch DCs ist ein zentra-
ler Schritt in der Immunabwehr von Pathogenen. Nachdem die Microarray-Daten (s.
4.6.2) gezeigt hatten, dass ein breites Spektrum an Cytokinen durch den Kontakt mit A.
fumigatus KS exprimiert wird, wurde das Expressionsprofil ausgesuchter Cytokine
(CCL20, CXCL10, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p40, TNF-a) und interessanter Immunrezepto-
ren (TLR2, TLR4, Dectin-1 und PTX-3) in Abhangigkeit der Zeit untersucht. Zu diesem
Zweck wurden 1 x 10° DCs mit A. fumigatus KS (MOI=1) infiziert und nach RNA-
Isolation und cDNA Synthese die Expression des jeweiligen Gens zum jeweiligen Zeit-
punkt mit dem Light Cycler bestimmt (s. Abbildung 39).
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Immunorezeptoren
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Abbildung 39: Zeitliche Expression (1 h - 6 h) ausgesuchter Cytokine (A) und Immunrezeptoren (B) nach
Infektion von 1 x 10° DCs mit A. fumigatus KS (MOI=1). Die Expressionen wurden mit Hilfe der gRT-PCR
ermittelt (s. 3.6.4). Das Ergebnis ist reprasentativ fir drei verschiedene DC-Spender.

In Ubereinstimmung zu den Microarrays wurde fiur CCL20 die hochste Expression
(>10.000 fach) aller analysierten Gene beobachtet. Dabei war eine stetige Zunahme der
Expression in Abhangigkeit der Zeit zu sehen. Auch IL-6, IL-8 und TNF-a zeigten be-
reits nach 1-2 h eine 100 bis 1.000 fache Erh6hung der Expression, wohingegen die
Expression von CXCL10 und IL-10 erst nach 5 h 10 fach erhdht war. Interessanterweise
wurde IL-12 zeitverzdgert (frihestens nach 2 h Co-Kultivierung) exprimiert und erreichte
nach 6 h eine mehr als 1.000 fache Expression.

Was die Expression von PTX-3 betraf, so war PTX-3 nach 3 h Co-Kultivierung am
starksten exprimiert, zeigte nach 6 h aber immer noch eine 8 fach erhdhte Expression.
Wie bereits bei den Array-Analysen konnte bestatigt werden, dass durch den Kontakt
mit Pilz TLR2 hoch- und TLR4 runterreguliert wurden. Eine leichte Runterregulation

wurde auch fir Dectin-1 beobachtet.
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4.7 Identifikation eines Rezeptors fir  A. fumigatus auf
DCs
4.7.1 Untersuchung der durch Zymosan vermittelten | mmunantwort

nach TLR2 siRNA Transfektion

Die grofRe Anzahl an Cytokin- und Chemokingenen, die von DCs nach Kontakt mit Pil-
zen exprimiert wurden, warf die Frage auf, Gber welche Rezeptoren und Signalwege de-
ren Expression induziert wird. Im Folgenden sollte daher geklart werden, ob mit Hilfe
von siRNAs und dem Einsatz von blockierenden Antikorpern derartige Immunrezepto-
ren auf DCs identifiziert werden kdénnen, die an der Erkennung von A. fumigatus betei-
ligt sind.

Zu Beginn dieser Arbeit war bekannt, dass die Expression von TNF-qa, IL-12 und IL-10
vorwiegend uber TLR induziert wird (s. 2.4.3). Aufgrund der Beobachtung, dass die bei-
den siRNAs gegen TLR2 eine signifikante Reduktion der Expression zeigten (s. 4.3.2),
galt es zu klaren, ob es mittels sSiRNA mdglich ist, die durch einen beschriebenen TLR2
Liganden ausgeldste Aktivierung abzuschwachen.

Zymosan ist eine Hefepilzpraparation, die vorwiegend B-Glucane enthalt. Es konnte ge-
zeigt werden, dass eine Aktivierung von Makrophagen durch Zymosan tUber TLR2 er-
folgt (Underhill et al., 1999). In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob es mit Hilfe

der RNAI méglich ist, eine Aktivierung von TLR2 durch Zymosan aufzuzeigen.
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IL-12 IL-10

30,00 2,50
0

2,01
<
<]
% 1,50
2
£

1,01

2 2 1,00
£ 1000 2
& ©
5,00 0,50
0,00 — 0,00

| | I i Wil Y I I il Wil v
+ Zymosan + Zymosan

Relative Exp

Abbildung 40: Relative Expression von TLR2, TNF-a, IL-12 und IL-10. DCs wurden entweder ohne siRNA
(1), mit TLR2 siRNA (ll, 11I) oder mit der non-silencing Kontrolle (1V) transfiziert. Im Ansatz II/lll wurde je-
weils die Halfte der urspringlich verwendeten Menge von beiden siRNAs eingesetzt (66,5 nM anstelle
von 133 nM). 24 h nach Transfektion wurde fur 6 h mit 10 ug Zymosan stimuliert.

Der Einsatz der TLR2 siRNAs fihrte, im Vergleich zu den Anséatzen ohne siRNA bzw.
mit der Kontroll-siRNA, zu einer Reduktion der Expression um 90% [87-94%] (II) bzw.
83% [77-86%] (lll). Erwartungsgemald wurde durch die Stimulierung mit Zymosan die
Expression von TNF-a und IL-12 induziert, wobei die Induktion in den Ansatzen mit
TLR2 siRNA nicht geringer ausfiel. Auch ein Heraufsetzten der siRNA Inkubationszeit
von 24 h auf 48 h konnten keinen Nachweis daftir erbringen, dass Zymosan DCs Uber

den TLR2-Signalweg aktiviert (Daten nicht gezeigt).

4.7.2 Untersuchung der durch A. fumigatus vermittelten Immunant-
wort nach TLR2 siRNA Transfektion

Fur PBMC'’s wurde von Netea et al. (2004) gezeigt, dass die Aktivierung durch A. fumi-
gatus Hyphen lber TLR2 erfolgt. Ob dasselbe auch fir in vitro generierte DCs zutrifft,
sollte durch den Einsatz der beiden TLR2 siRNAs und der Stimulierung mit A. fumigatus
Keimschlauchen nachgeprtft werden. Neben der Expression von TLR2 wurde auch die
Expression von Genen (TNF-a, IL-12, IL-10) untersucht, die im Zusammenhang mit

dem TLR2 Signalweg standen.
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Abbildung 41: Relative Expression von TLR2, TNF-a, IL-12 und IL-10. DCs wurden entweder ohne siRNA
(1), mit TLR2 siRNA (Il, 1) oder mit der non-silencing Kontrolle (1V) transfiziert. 24 h nach Transfektion
wurden die Zellen mit 1 x 10° A. fumigatus KS fur 6 h stimuliert.

Der Einsatz der TLR2 siRNA fiuhrte zu einer Reduktion der TLR2 Expression um 82%
[72-94%)] (1) bzw. 85% [81-88%)] (lll). Die Expression von TLR4 wurde durch die TLR2
siRNA nicht beeinflusst (Daten nicht gezeigt).

Durch die Stimulierung mit A. fumigatus KS wurde die TLR2 Expression erhéht, die in
den Ansétzen mit der siRNA deutlich geringer ausfiel. Gleichzeitig wurde durch A. fumi-
gatus die Expression von TNF-a, IL-12 und IL-10 induziert. Allerdings zeigte sich, dass
es nach 24 h TLR2 siRNA Behandlung und der Stimulierung fur 6 h zu keiner reduzier-
ten TNF-qa, IL-12 und IL-10 Expression kam.

4.7.3 Untersuchung der durch LPS vermittelten Immun  antwort nach
TLR4 siRNA Transfektion

Neben TLR2 stand auch TLR4 im Verdacht, an der Erkennung von A. fumigatus durch
DCs beteiligt zu sein. In wie weit sich die Methode der RNAI dazu eignete, eine mdgli-
che Interaktion mit TLR4 aufzuzeigen, sollte im Folgenden geklart werden. Wie in den
bisherigen experimentellen Ansétzen wurden DCs mit TLR4 siRNA fur 24 h transfiziert

und anschlieRend mit LPS stimuliert.
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Abbildung 42: Relative Expression von TLR4, TNF-a und IL-12. DCs wurden entweder ohne siRNA (1),
mit TLR4 siRNA (Il, IIl), mit beiden siRNAs (1I/11l) oder mit der non-silencing Kontrolle (V) transfiziert. 24 h
spater wurde mit 1 pg/ml ultrareinem LPS fiir 6 h stimuliert.

Mit Hilfe der verwendeten siRNAs konnte die Expression von TLR4 deutlich herunterre-
guliert werden (TLR4 siRNA 1: 82% [71-91%]; TLR4 siRNA 2: 88% [78-94%]). LPS
fuhrte zu einer erhéhten Expression von TNF-a und IL-12. Nach siRNA Transfektion
und LPS Stimulation war die Expression von TNF-a (40% +/- 20%; p=0.076) und IL-12
(88 +/- 9%; p<0.01) im Gegensatz zum Ansatz mit der Kontroll siRNA signifikant ernied-
rigt. Somit konnte der Nachweis fir einen direkten Zusammenhang zwischen der Ex-
pression von TLR4 und der Induktion von TNF-a und IL-12 nach LPS-Stimulation er-
bracht werden. Eine verringerte Cytokinsekretion ins Medium nach TLR4 siRNA Trans-
fektion und LPS Stimulation wurde auch mittels TNF-a (48 +/- 12%) und IL-12 (60 +/-
22%) ELISA bestatigt.

4.7.4 Untersuchung der durch A. fumigatus vermittelten Immunant-
wort nach TLR4 siRNA Transfektion
Die Vorexperimente mit TLR4 siRNA und LPS-Stimulation gaben Anlass zu der An-

nahme, dass sich die Methode der RNAIi dazu eignen sollte, eine mogliche Interaktion
zwischen TLR4 und A. fumigatus KS aufdecken zu lassen (s. 4.7.3). Wie bisher wurden
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DCs mit siRNA transfiziert und nach 24 h mit A. fumigatus KS fir 6 h stimuliert. An-
schlielend erfolgte wie gewohnt die Expressionskontrolle ausgesuchter Cytokine am
Light Cycler.
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Abbildung 43: Relative Expression von TLR4, TNF-a, IL-12 und IL-10. DCs wurden entweder ohne siRNA
(1), mit TLR4 siRNA (11, IIl) oder mit der non-silencing Kontrolle (1V) transfiziert. 24 h spater wurde mit 1
Mio A. fumigatus KS fir 6 h stimuliert.

Mit beiden TLR4 siRNAs konnte eine um 82% [72-95%)] (II) bzw. 93% [89-98%] (llI) re-
duzierte Expression herbeigefuhrt werden. Gleichzeitig blieb die TLR2 Expression durch
die TLR4 siRNAs unbeeinflusst (Daten nicht gezeigt).

A. fumigatus KS bewirkten, wie bereits bei der Stimulation mit LPS (s. 4.7.3), einen
leichten Ruckgang der Expression von TLR4. Wurden DCs anstelle von 6 h fir 24 h mit
A. fumigatus KS inkubiert, fuhrte dies zu einem beinahe kompletten Rickgang der
TLR4 Expression (Daten nicht gezeigt).

Bei der Analyse von durch den TLR-Signalweg induzierten Cytokinen zeigte sich, dass
es in den Anséatzen, die gleichzeitig mit SiRNA behandelt und mit A. fumigatus KS sti-
muliert wurden, zu keiner reduzierten Expression von TNF-a, IL-12 und IL-10 kam.
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4.7.5 Untersuchung der durch LPS, Zymosan und A. fumigatus
vermittelten Immunantwort nach MyD88 siRNA Transfek  tion

Zur weiteren Bestatigung der Experimente mit TLR2 und TLR4 siRNA, sollte versucht
werden, die Signaltransduktion durch den Einsatz einer siRNA gegen MyD88 zu inhibie-

ren. Dazu wurden die DCs mit der MyD88 siRNA transfiziert und nach 24 h fir einen

Zeitraum von 6 h mit LPS, Zymosan und A. fumigatus KS stimuliert.
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Abbildung 44: Relative Expression von MyD88, TNF-a und IL-12. DCs wurden entweder ohne siRNA (1),
mit einer MyD88 siRNA (II) oder mit der non-silencing Kontrolle (lll) transfiziert. 24 h spater wurde mit 10
Mg Zymosan, 1 pg LPS oder mit 1 Mio A. fumigatus KS fir 6 h stimuliert.

Die validierte siRNA gegen MyD88 verursachte einen starken knock-down von durch-
schnittlich 97% [95-99%] (I1). Durch Stimulation mit Zymosan, LPS und A. fumigatus
wurde die Expression von TNF-a und IL-12 induziert. Allerdings wurde dabei keine sig-

nifikante Reduktion beobachtet, wenn zuvor die Expression von MyD88 verringert war.
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4.7.6 Untersuchung der durch A. fumigatus vermittelten Immunant-
wort nach Behandlung mit a-TLR2 bzw. a-TLR4 AntikOrpern

Um den Beobachtungen aus den Abschnitten 4.7.2 und 4.7.4 weiter nachzugehen, soll-
te mit Antikbrpern, die gegen TLR2 bzw. TLR4 gerichtet waren (s. 3.2.11), versucht
werden, eine mogliche Signaltransduktion Uber diese Rezeptoren zu unterbinden. Bei
der Durchfuihrung des Experimentes wurden DCs vor der Stimulierung mit A. fumigatus
KS fur 30 min mit den TLR Antikérper inkubiert. Als Kontrolle wurde mit LPS oder Zy-
mosan stimuliert.

Die verwendeten TLR Antikdrper waren zu diesem Zeitpunkt bereits erfolgreich bei
Granulozyten verwendet worden (s. 4.8.2). Nach der sechsstiindigen Stimulierung wur-

de die Menge an TNF-a und IL-12, die ins Medium abgegeben wurde, mittels ELISA (s.
3.8.1) ermittelt.
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Abbildung 45: ELISA fiir IL-12 und TNF-a nach Stimulierung von DCs mit 1 Mio A. fumigatus KS, 10 ug
Zymosan oder 1 pg LPS. Vor der sechsstindigen Stimulierung wurden 1 x 10° Zellen entweder ohne An-
tikdrper oder mit 2 pg/ml a-TLR2 Ak, a-TLR4 Ak bzw. beide AK in Kombination fiir 30 min vorinkubiert.
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Die Stimulation mit LPS und Zymosan fiihrte zur Freisetzung von TNF-a und IL-12, die
allerdings durch Antikoérper-Zugabe nicht verringert wurde. Auch durch A. fumigatus KS
wurde TNF-a induziert. Abermals konnte auch hier keine Verringerung durch Zugabe
der beiden TLR Antikdrper beobachtet werden. Daraus folgte, dass die verwendeten

Antikdrper eine magliche Signaltransduktion Uber TLR2 bzw. TLR4 nicht verhinderten.

4.7.7 Untersuchung der durch A. fumigatus vermittelten Immunant-
wort nach PTX-3 und DC-SIGN siRNA Transfektion

FUr TLR2 und TLR4 konnte in der vorliegenden Arbeit keine Interaktion mit A. fumigatus
KS nachgewiesen werden. Somit lag der Verdacht nahe, dass DCs Uber andere Im-
munrezeptoren aktiviert werden (s. 2.5). Durch den Einsatz von siRNA (s. 3.2.10) sollte
die Expression von PTX-3 und DC-SIGN (CD209) reduziert werden, um anschliel3end

die Cytokinantwort nach Zugabe von A. fumigatus KS naher zu untersuchen.
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Abbildung 46: Relative Expression von DC-SIGN, PTX-3, TNF-a, IL-12 und IL-10. DCs wurden entweder
ohne siRNA (1), mit DC-SIGN siRNA (lI), mit PTX-3 siRNA (lll) oder mit der non-silencing Kontrolle (V)
transfiziert. 24 h spater wurde mit 1 Mio A. fumigatus KS fiir 6 h stimuliert.

Mittels sSiRNA war es jeweils moglich, die Expression von DC-SIGN um 97% [95-99%)]
und PTX-3 um 79% [67-93%)] signifikant zu verringern. Insbesondere die SiRNA gegen
DC-SIGN hatte einen starken knock-down, mit einer 97%-igen Reduktion, zur Folge.

Die sechsstindige Stimulation mit A. fumigatus KS flhrte zu einer erhéhten PTX-3,
TNF-a, IL-12 und IL-10 Expression. Wenn die Zellen vorher mit siRNA transfiziert wur-
den, fuhrte dies nicht gleichzeitig zu einer abgeschwéchten Cytokinantwort. Dies bedeu-
tete, dass DC-SIGN und PTX-3 nicht an der Induktion von TNF-q, IL-12 und IL-10 betei-

ligt waren.

4.7.8 Untersuchung der durch Zymosan vermittelten | mmunantwort

nach Dectin-1 siRNA Transfektion

Neuere Untersuchungen gaben Anlass zu der Annahme, dass es sich bei Dectin-1
(CLEC7A) um den gesuchten Rezeptor fur Pilze handeln kdnnte, tGber den die Expres-
sion der pro-inflammatorischen Cytokine TNF-a und IL-12 induziert wird (Brown et al.,
2003). Bereits 2002 wurde von Grunebach et al. gezeigt, dass die unterschiedlichen
humanen DC-Populationen, im Gegensatz zu Monozyten, Dectin-1 exprimieren.

Um herauszufinden, ob Dectin-1 bei DCs tatsachlich der Rezeptor fur Pilze ist, sollte
durch den Einsatz der RNAIi ndher untersucht werden. Leider zeigten die zuerst einge-
setzten siRNAs (Dectin-1 siRNA 1 und siRNA 2) keinen knock-down, so dass zwei wei-
tere siRNAs bei Qiagen bestellt wurden. Auch diese wurden auf ihre Funktionalitat hin
getestet, und es stellte sich heraus, dass lediglich die Dectin-1 siRNA 3 (s. 3.2.10) eine
deutliche Runterregulation erméglichte (Daten nicht gezeigt). Folglich wurde diese fur

die weiteren Experimente verwendet.
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Zunachst wurden 1 x 10° DCs mit der Dectin-1 siRNA 3 transfiziert und nach 24 h die
Zellen fir 6 h mit Zymosan stimuliert (s. Abbildung 47).
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Abbildung 47: Relative Expression von Dectin-1, TNF-a und IL-12. 1 X 10° DCs wurden entweder ohne
siRNA (1), mit Dectin-1 siRNA (ll) oder mit der non-silencing Kontrolle (IV) transfiziert. 24 h nach Trans-
fektion wurde fur 6 h mit 10 pg Zymosan stimuliert.

Der Einsatz der Dectin-1 siRNA 3 fuhrte, im Vergleich zu den Ansatzen ohne siRNA (1)
bzw. mit der Kontroll-siRNA (IV), zu einer Reduktion der Expression um ca. 98% +/-
1%. Erwartungsgemalfd wurde durch die Stimulierung mit Zymosan die Expression von
TNF-a und IL-12 induziert. Aufgrund der Beobachtung, dass TNF-a (54% +/- 16%;
p=0.169) und IL-12 (81% +/- 13%; p<0.01) nach Dectin-1 siRNA Transfektion und Zy-
mosan Stimulation verringert exprimiert waren, wurde geschlussfolgert, dass Dectin-1
als Rezeptor fir Zymosan fungiert. Dies bestétigte gleichzeitig die Experimente aus Ab-
schnitt 4.7.1, bei denen keine Aktivierung von TLR2 durch Zymosan nachgewiesen

werden konnte.
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4.7.9 Rolle von Dectin-1 bei der Erkennung von  A. fumigatus und C.
albicans

Aufgrund der Untersuchungen des vorangegangenen Abschnittes, wurde als néchstes
getestet, ob sich mit Hilfe der gut funktionierenden siRNA eine Aktivierung von DCs
durch A. fumigatus KS Uber den Dectin-1 Rezeptor nachweisen laf3t. In Analogie zu den
bisherigen Experimenten wurden DCs mit Dectin-1 siRNA transfiziert und im Anschluss

mit A. fumigatus KS co-kultiviert.
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Abbildung 48: Relative Expression von Dectin-1, TNF-a und IL-12. 1 x 10° DCs wurden entweder ohne
SiRNA (1), mit Dectin-1 siRNA (ll) oder mit der non-silencing Kontrolle (IV) transfiziert. 24 h nach Trans-
fektion wurde fur 6 h mit 1 Mio A. fumigatus KS stimuliert.

Durch die Stimulierung mit A. fumigatus KS wurde die Dectin-1 Expression leicht verrin-
gert. Gleichzeitig wurde durch A. fumigatus die Expression von TNF-a und IL-12 indu-
ziert. Dabei zeigte sich, dass es nach Dectin-1 siRNA Behandlung (97% +/- 1%) und
der Co-Kultivierung mit Pilz zu einer wesentlich reduzierten TNF-a (50% +/- 15%;
p=0.02) und IL-12 (44% +/- 9%; p<0.01) Expression kam. Somit konnte Dectin-1 als
wichtiger Immunrezeptor fur A. fumigatus KS erkannt werden, Gber den die Aktvierung

von DCs erfolgt.
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Um weiterhin zu klaren, ob es sich dabei um einen speziellen Rezeptor fur A. fumigatus
KS handelt, oder aber um einen allgemeinen Rezeptor fur Pilze, wurde mit C. albicans
KS (ATCC MYA-2876) nach Dectin-1 siRNA Transfektion stimuliert. Wenn Dectin-1
ausgeschaltet war, konnte gleichzeitig eine reduzierte Expression von TNF-a (70% +/-
18%; p=0.05) und IL-12 (65% +/- 24%; p<0.01) nachgewiesen werden im Vergleich zu
nicht-transfizierten Zellen (Daten nicht gezeigt).

4.7.10 Untersuchung der durch A. fumigatus, C. albicans und Zymo-
san vermittelten Immunantwort nach Dectin-1 Blockierung

Nachdem durch den Einsatz von siRNA Dectin-1 als Rezeptor fir Pilze identifiziert wur-
de (s. 4.7.9), sollte in einem unabhéngigen experimentellen Ansatz diese Hypothese
bestatigt werden. Mit Hilfe eines spezifischen Antikorpers sollte versucht werden, eine
maogliche Signaltransduktion zu unterbinden. In diesem Experiment wurden DCs mit ei-
nem Antikdrper gegen Dectin-1 (s. 3.2.11) fur 30 min vorbehandelt und anschlieRend
fur 6 h mit Zymosan, LPS, A. fumigatus oder C. albicans stimuliert. Die Sekretion von
TNF-a und IL-12 ins Medium wurde mittels ELISA bestimmt (s. 3.8.1).
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Abbildung 49: ELISA fir TNF-a und IL-12p40 nach Stimulierung von DCs mit 1 ug LPS, 10 pg Zymosan,
1 Mio A. fumigatus Konidien, A. fumigatus KS und C. albicans KS. Vor der sechsstiindigen Stimulierung
wurden 1 x 10° Zellen entweder mit der Isotypkontrolle 1gG,g oder mit 1 pg/ml a-Dectin-1 Antikdrper fiir
30 min vorinkubiert. Beim ELISA wurde eine Doppelbestimmung gemacht und daraus der Mittelwert und
die Standardabweichung berechnet. Insgesamt wurde das Experiment mit drei unterschiedlichen DC-
Kulturen wiederholt.

LPS, Zymosan, A. fumigatus KS und C. albicans KS bewirkten eine starke Freisetzung
von TNF-a und IL-12. Wenn die Zellen mit dem a-Dectin-1 Antikdrper vorbehandelt
wurden, hatte dies im Falle der Stimulation mit Zymosan (IL-12: 63% +/- 12%; TNF-a:
45% +/- 18%), A. fumigatus KS (IL-12: 80% +/- 3%; TNF-a: 31% +/- 12%) und C. albi-
cans KS (IL-12: 61% +/- 20%; TNF-a: 88% +/- 12%) eine erheblich verringerte Cyto-
kinfreisetzung zur Folge, die fur LPS nicht zu sehen war (s. Abbildung 49).

Daraus wurde geschlussfolgert, dass Dectin-1 der Rezeptor fir Pilze auf DCs ist, Uber

den die Expression von pro-inflammatorischen Cytokinen induziert wird.

4.7.11 Untersuchung der durch A. fumigatus vermittelten Immunant-

wort nach Card-9 siRNA Transfektion

Um weitere Hinweise dartiber zu bekommen, ob es sich bei Dectin-1 tatsachlich um den
gesuchten Rezeptor fur Pilze handelte, wurden zwei siRNAs gegen Card-9 eingesetzt.
Wie neuere Untersuchungen gezeigt haben, handelte es sich bei Card-9 um ein Adap-
terprotein vom Dectin-1 Rezeptor, Uber welches die Aktivierung von NFkB und die Ex-

pression von TNF-a vermittelt wird (Gross et al., 2006).
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Abbildung 50: Relative Expression von Card-9, IL-12 und TNF-a. DCs wurden entweder ohne siRNA (1),
mit jeweils 133 nM Card-9 (ll), TLR2 siRNA (III(? oder mit der non-silencing Kontrolle (IV) transfiziert. 24 h
nach Transfektion wurden die Zellen mit 1 x 10 A. fumigatus KS fiir 6 h stimuliert.

Im Vergleich zu den nicht transfizierten Zellen bewirkten die siRNAs eine Runterregula-
tion der Expression von Card-9 um 81% [75-85%] (I) bzw. 81% [71-87%]. Erwartungs-
geman wurden durch Stimulation mit A. fumigatus KS TNF-a und IL-12 deutlich starker
exprimiert. Die mit Card-9 siRNA transfizierten Zellen zeigten dabei dieselbe Expression
der beiden pro-inflammatorischen Cytokine wie die der non-silencing Kontrolle, so dass

keine Pilz-induzierte Signaltransduktion Uber Card-9 nachgewiesen werden konnte.

118



Ergebnisse

4.8 Interaktion von Granulozyten mit  A. fumigatus

4.8.1 Microarray-Analysen nach Infektion von PMNs m it A. fumiga-

tus KS (unter immunsuppressiver Wirkung von MPA)

Neutrophile Granulozyten (PMNs) sind zahlenméaf3ig die am haufigsten vorkommenden
Leukozyten im Blut. Sie sind wichtige Funktionstrager im unspezifischen Abwehrsystem
und spielen eine bedeutende Rolle bei der Beseitigung von Pilzinfektionen.

Um zu ermitteln, welchen Einfluss A. fumigatus KS auf die Genexpression von PMNs
haben, wurden wie beim experimentellen Ansatz mit DCs (s. 4.6.2) Microarray-
Analysen durchgefiihrt. Je 5 x 10° PMNs wurden entweder ohne MPA, mit MPA (50 pg /
5 ml), mit A. fumigatus KS (5 x 10° / 5 ml) oder beides in Kombination fiir 6 h stimuliert.
Anschliel3end wurde die Total-RNA isoliert (s. 3.6.1) und mittels Affymetrix-Chips das
jeweilige Expressionsprofil bestimmt (s. 3.6.11).

Im Durchschnitt wurden 70 ng/ul an RNA aus 5 x 10° Zellen isoliert (Gesamtvolumen:
35 ul). Da fur die Markierungsreaktion 1 pg/ul bendétigt wurde, erfolgte vor der Biotin-
Markierungsreaktion und Chip-Hybridisierung eine RNA-Amplifikation mit dem Two Cyc-
le Labelling Kit (Affymetrix).

Von den 47.400 Transkripten des Human Genome U133 Plus 2.0 Arrays waren im
Durchschnitt ca. 7.500 Gene exprimiert (~20%). Tabelle 33 gibt einen Uberblick tber
die Anzahl an differentiell exprimierten Genen beim Vergleich der verschiedenen expe-

rimentellen Ansatze.

Vergleich 4 fache Expression 2 fache Expression
unstimuliert MPA 0 7
unstimuliert A. fumigatus 195 1273
unstimuliert MPA + A. fumigatus 246 1527

Tabelle 33: Anzahl an differentiell exprimierten Genen nach Stimulation von PMNs mit MPA bzw. A. fumi-
gatus KS.

Die Behandlung der Granulozyten mit MPA flhrte zu keiner starken Veranderung des
Expressionsprofils. Lediglich 7 Gene zeigten eine 2 fache Veranderung.

Beim Vergleich zwischen unbehandelten und mit A. fumigatus KS stimulierten Zellen
wurden 195 Gene gefunden, die eine 4 fache Veranderung ihrer Expression aufwiesen.

Dabei fiel auf, dass der Grof3teil der Gene (144) verringert exprimiert waren und ledig-
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lich 54 Gene eine Hochregulation zeigten. Die interessantesten Gene liel3en sich in fol-

gende Gruppen einteilen:

Gen-Name Symbol [Expression
Stress-Antwort /  |V-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene MAFF 70
Extravasation Vascular endothelial growth factor VEGF 23
Chemokin (C-C motif) Ligand 3 CCL3 10
Cytokine Chemokin (C-X-C motif) Ligand 2 CXCL2 7
Interleukin 8 IL8 4
Interleukin 1 Rezeptor Antagonist ILIRN 4
Hamoxygenase HMOX1 22
Heat shock 70kDa protein 8 HSPAS8 8
Thioredoxin TXN 7
Oxidativer Stress  |Heat shock 70kDa protein 1B HSPA1B 7
Heat shock 90kDa protein alpha HSP90AB1 7
Ferritin FTH1 5
Heat shock 70kDa protein 1A HSPA1A 5
Chemokin (C-X-C motif) Rezeptor 4 CXCR4 5
s Toll-like Rezeptor 8 TLR8 5
CD14 CD14 6
Interleukin 8 Rezeptor, beta ILBRB 14

Tabelle 34: Auswahl an interessanten, differentiell exprimierten Genen, die nach sechsstindiger Co-
Kultivierung von PMNs mit A. fumigatus KS hoch- bzw. runterreguliert waren.

Die Klassifikation der differentiell exprimierten Gene machte deutlich, dass A. fumigatus
KS das Expressionsprofil der PMNs weniger stark beeinflusste, als dies bei den Versu-
chen mit den DCs beobachtet worden war (s. 4.6.2).

Das Gen, das die hochste Expression zeigte, war MAFF, von dem bekannt ist, dass es
als Transkriptionsfaktor eine Stress-Antwort vermittelt. Wichtig in diesem Zusammen-
hang waren auch die auffallend grof3e Zahl an Hitzeschock-Genen und solchen Genen,
die vor den selbst gebildeten Sauerstoffradikalen schitzen (s. auch Abschnitt 4.8.2).
Was das Spektrum an Cytokinen betraf, so wurden lediglich CCL3, CXCL2, IL-8 und IL-
1RN nach Pilzkontakt starker exprimiert, wohingegen die bekannten pro-
inflammatorischen Cytokine CCL20, TNF-a und IL-12 keine Veranderung gezeigt hat-
ten.

Die in diesem Abschnitt prasentierten Daten und die bei den DC-Experimenten gefun-

denen differentiell regulierten Gene (s. 4.6.2) bildeten die Grundlage fir die Herstellung
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eines selbst gespotteten Microarray-Chips, der momentan zusammen mit dem Fraun-

hofer-Institut in Stuttgart entwickelt wird.

4.8.2 Rolle von TLR2, TLR4 und Dectin-1 bei der Ind uktion des Oxi-
dativen Burst

Neben der Féahigkeit zur Phagozytose sind Granulozyten in der Lage, Pathogene mit
Sauerstoffradikalen zu bekampfen (Oxidativer Burst). Dass dabei insbesondere TLR2
und TLR4 den Aktivitatszustand der Granulozyten regulieren, konnte unlangst gezeigt
werden (Bellocchio et al., 2004). Deshalb lag der Verdacht nahe, dass auch die Bildung
von Sauerstoffradikalen durch die Aktivierung von TLR2, TLR4 oder Dectin-1 moduliert
wird.

Gemald Abschnitt 3.5.5 wurden PMNs isoliert und fur 30 min mit Antikbrpern gegen
TLR2, TLR4 und Dectin-1 (s. 3.2.11) in einer Konzentration von 1 pg/ml vorbehandelt.
Anschliel3end wurden die Granulozyten auf eine 96-Well-Platte verteilt, mit Zymosan,
LPS oder A. fumigatus KS stimuliert und die Sauerstoffradikalbildung gemessen (s.
3.5.6).
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Abbildung 51: Beteiligung von TLR2, TLR4 und Dectin-1 an der Induktion des Oxidativen Bursts. 2 x 10°
Granulozyten wurden vor ihrer Stimulation mit 100 ug Zymosan, 500 pg LPS oder 2 x 10° A. fumigatus
KS mit dem TLR2, TLR4 Antikérper oder der Isotypkontrolle 1gG Rabbit in einer Konzentration von 1
pg/ml fur 30 min vorinkubiert. Anschlielend wurde die Sauerstoffradikalbildung gemessen. Aufgetragen
auf der x-Achse ist die Zeit in Minuten, wobei alle 5 min eine Messung der Fluoreszenzintensitaten (RFU:
relative Fluoreszenzintensitat) erfolgte. Das Ergebnis ist fir drei verschiedene Blutspender reprasentativ.

Die Stimulation mit Zymosan fihrte zur Bildung von Sauerstoffradikalen, wobei der Oxi-
dative Burst durch den TLR2, nicht aber durch den TLR4 Antikorper verringert wurde
(A). LPS stellte sich als schlechter Stimulus fir den Oxidativen Burst heraus, da nur mit
Konzentrationen oberhalb von 500 ug positive Antworten zu bekommen waren (B).

Erwartungsgemal flhrten A. fumigatus KS zur Induktion der Bildung von Sauerstoffra-
dikalen (C). In den Ansatzen, in denen die Granulozyten mit einem der beiden TLR An-
tikbrpern vorbehandelt wurden, kam es zu einer reduzierten Freisetzung von Sauerstoff-
radikalen, die fir TLR2 starker ausfiel als fur TLR4. Wurden beide Antikérper gemein-

sam zu den Granulozyten gegeben, so wurden die Einzeleffekte nochmals verstarkt.
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Keine Reduktion des Oxidativen Bursts wurde bei Verwendung des a-Dectin-1 Antikor-

pers beobachtet (Daten nicht gezeigt).

4.8.3 Einfluss von Immunsuppressiva auf den Oxidativen Burst von
Granulozyten

Fur eine effektive Beseitigung von Pilzinfektionen sind Granulozyten aufRerordentlich
wichtig. Ob PMNs auch unter dem Einfluss von Immunsuppressiva (s. 3.2.6) in der La-
ge sind, Sauerstoffradikale zu bilden, sollte hier experimentell ermittelt werden. Granu-
lozyten wurden gemaR dem Protokoll in Abschnitt 3.5.5 isoliert und 2 x 10° Zellen pro
Well fir den Oxidativen Burst eingesetzt (s. 3.5.6).

In einem Vorexperiment wurde untersucht, ob die Immunsuppressiva bereits alleine ei-
nen Oxidativen Burst auslésen. Die Immunsuppressiva wurden in verschiedenen Kon-
zentrationen (10 ng, 100 ng, 1 pg und 10 pg) zu den Granulozyten gegeben und eine
Kinetikmessung der Sauerstoffradikalbildung fur 2,5h durchgefuhrt (s. Abbildung 52).
Als Positivkontrolle wurde mit 50 ng/ml PMA stimuliert und als Negativkontrolle das je-

weilige Losungsmittel der Immunsuppressiva zugegeben.
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Abbildung 52: Stimulierung von Granulozyten mit 10 pug bzw. 1 ug MPA, Hanks (L&sungsmittel) oder PMA
zur Induktion des Oxidativen Bursts. Es wurde fir jeden Ansatz eine Vierfachbestimmung gemacht und
daraus der Mittelwert berechnet. Die Standardabweichung ist der besseren Ubersichtlichkeit wegen nicht
eingezeichnet.
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Bei diesen Untersuchungen fiel auf, dass CellCept (Daten nicht gezeigt) und MPA (s.
Abbildung 52) bei einer Konzentration zwischen 1 pug und 10 pg PMNs zum Oxidativen
Burst anregten. Alle Konzentrationen unter 1 pg hatten keinen Effekt sichtbaren Effekt.
Im Gegensatz dazu konnten keine derartigen Beobachtungen fur Sandimmun, Fortecor-
tin, Solu-Decortin und RAD gemacht werden (Daten nicht gezeigt).

Um herauszufinden, ob die besagten Immunsuppressiva den durch PMA ausgeldsten
Oxidativen Burst negativ beeinflussen, wurden PMNs gleichzeitig mit PMA und Immun-
suppressiva (1 pg) stimuliert. Bei gleichzeitiger Gabe wirkte keines der Immunsuppres-
siva inhibierend. Was MPA betraf, so wurde der durch PMA induzierte Oxidative Burst
noch verstarkt (Daten nicht gezeigt).

Dass PMNs neben dem kinstlichen Stimulus PMA auch zum Oxidativen Burst durch A.
fumigatus angeregt werden, wurde im vorherigen Abschnitt gezeigt (s. 4.8.2). Hier sollte
nun geschaut werden, ob die durch Pilzkontakt verursachte Stimulation durch Immun-
suppressiva unterdrtickt wird. Die Experimente wurden mit A. fumigatus Konidien und
KS durchgefihrt (s. Abbildung 53).
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A.fumigatus Konidien + Immunsuppressiva B
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Abbildung 53: Stimulierung von Granulozyten mit A. fumigatus KS und gleichzeitiger Immunsuppressiva
Gabe. Die Standardabweichung der gemessenen Sauerstoffradikalbildung ist der besseren Ubersicht-
lichkeit wegen nicht eingezeichnet.

Sehr schon zu sehen war, dass A. fumigatus KS (A) einen starkeren Stimulus fur den
Oxidativen Burst darstellten als A. fumigatus Konidien (B). KS stimulierten PMNs selbst
bei einer um den Faktor 10 geringeren Konzentration genauso stark wie Konidien. An-
hand dieser Untersuchungen wurde deutlich, dass die verschiedenartigen Pilz-
Morphologien die Granulozytenaktivitat unterschiedlich beeinflussten.

Interessant war die Beobachtung, dass wieder CellCept (MPA) alle verwendeten Pilz-
stimulationen deutlich verstarkte. Dexamethason, Solu-Decortin und RAD hatten keinen
Einfluss auf den Oxidativen Burst, wenn zu den PMNs A. fumigatus KS gegeben wur-

den (Daten nicht gezeigt).

4.9 Zusammenhang zwischen SNPs im CXCL10 Gen und
einem erhodhten Risiko fir eine 1A nach Stammzell-
transplantation

In einer ahnlichen Analyse wie bei der Suche nach SNPs, die mit einer HCMV Reakti-
vierung / Erkrankung in Verbindung standen (s. 4.5), wurde untersucht, ob ausgesuchte
SNPs das Risiko fiir eine invasive Aspergillose (IA) nach allogener Stammzelltransplan-
tation beeinflussen. Die DNA-Bank umfasste DNA-Proben von 58 Patienten, bei denen
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keine IA diagnostiziert wurde, und 81 Patienten mit einer IA. Zur Durchfihrung der Ge-
notypisierungen von 84 SNPs in 18 immunrelevanten Genen wurden die DNA-Proben
zum Max-Delbrtick-Zentrum in Berlin (Dr. Mohammad Toliat) geschickt. Die statistische
Analyse wurde vom Institut fir Medizinische Biometrie, Informatik und Epidemiologie
der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitat Bonn (Dr. Michael Steffens) tbernom-
men.

Insgesamt konnten ein Marker in IFN-y (rs2069705) und drei Marker (rs1554013,
rs3921, rs4257674) im Promotor-Bereich von CXCL10 gefunden werden, die signifikant

assoziiert waren mit dem verstarkten Auftreten einer IA (s. Tabelle 35).

Gen dbSNP Nummer Allel Kontrolle IA p-Wert
cic 9 24
rs1554013
cIT 29 20 0.007
+
(+11101 C/T) il 2 -
cIC 9 3
(11642 0/G) clG 27 15 0.003
CXCL10 GIG 10 21
(4921) rs4859588 AIA 8 19
008 AlG) A/G 28 20 0.057
GIG 10 8
AIA 12 5
(r_sﬁ%iffé) AIG 22 19 0.001
GIG 10 28
IFN-y ($2069705 gg Z ;2;(2) 0010
(12q14) (-1616 C/T) = : 2

Tabelle 35: Statistische Auswertung (Allel-Frequenz-Differenz-Test) zur SNP-Analyse im Zusammenhang
mit dem erhdhten Risiko fiir eine 1A nach allogener Stammzelltransplantation.

In wie weit die Expression von CXCL10 durch A. fumigatus beeinflusst wird, sollte im
Folgenden untersucht werden. 1 x 10° PMNs (s. 3.5.5), Monozyten (s. 3.5.3) oder DCs
(s. 3.5.4) wurden fir 6 h mit KS inkubiert und anschlie3end die Expression von CXCL10
am Light Cycler ermittelt (s. 3.6.4) und gegen h-Alas normalisiert (s. 3.6.5).
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Abbildung 54: Expressionsanalyse von CXCL10 am Light Cycler. PMNs, Monozyten oder DCs wurden fur
6 h mit A. fumigatus KS stimuliert. Das Ergebnis ist reprasentativ fir insgesamt drei Wiederholungen mit
drei unterschiedlichen Spendern.

Im Gegensatz zu Granulozyten zeigten Monozyten und DCs eine durch A. fumigatus
KS induzierbare CXCL10 Expression.

Wie im vorherigen Abschnitt sollten funktionelle Analysen klaren, ob die Starke der Pilz-
induzierten Expression von CXCL10 von einem der identifizierten Risikoallele abhangig
ist. Von insgesamt 14 gesunden Spendern wurde genomische DNA isoliert und mittels
Sequenzierung genotypisiert (s. 3.6.9).

Nach Auswahl von jeweils drei Spendern, die homozygot fir rs1554013 (CC und TT),
rs3921 (CC und GG) und rs4257674 (GG und AA) waren, wurde diesen Personen 150
ml Blut abgenommen und daraus DCs generiert (s. 3.5.4). Nach 6d wurden von jedem
Spender 1 Mio DCs mit 1 Mio A. fumigatus KS fir 6 h co-kultiviert und die CXCL10 Ex-
pression ermittelt (s. Abbildung 55).
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Abbildung 55: Expression von CXCL10 nach Stimulation von DCs mit unterschiedlichem genetischen
Hintergrund mit A. fumigatus KS fir 6 h. Es wurde der Mittelwert und die Standardabweichung der Ex-
pression von h-Alas und CXCL10 jeweils drei Spendern berechnet.

Die Stimulation mit A. fumigatus KS fuhrte zu einer tendentiell hheren Expression (9,3
fach) von CXCL10, wenn DCs von Spendern generiert wurden, die den Haplotyp TT
GG AA (53,4 - 335,5 fach) aufwiesen im Vergleich zum Risikohaplotyp CC CC GG (1,5
- 35,8 fach).
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5 Diskussion

5.1 Generierung und Infektion von DCs mit HCMV

Bei der Etablierung der Methode zur Generierung von DCs aus Monozyten zeigte
sich deutlich, dass die Auswahl der Blutprodukte von entscheidender Bedeutung war.
Trotz mehrfacher Versuche war es nicht moglich, aus Buffy Coats, die vom BRK
Wirzburg bezogen wurden, DCs zu generieren (s. 4.1.2). Die Population, die erzeugt
wurde, konnte anhand der Oberflachenmarker CD1a, CD14, CD40, CD80, CD83 und
CD86 nicht eindeutig definiert werden. Ein plausibler Grund hierfir konnte die etwas
andere Methode zur Herstellung der Buffy Coats sein, bei der die gewiinschten Zel-
len Gber einen Filter (im Gegensatz zur Zentrifugation) isoliert und die restlichen Zel-
len als Buffy Coats verkauft werden. Der Verdacht liegt nahe, dass der Kontakt zwi-
schen Filter und Leukozyten, diese in irgendeiner Form aktiviert und dadurch eine
vollstandige Differenzierung zu DCs verhindert.

Die Infektion von DCs mit dem HCMV Stamm TB40E gestaltete sich &ul3erst arbeits-
und zeitaufwendig. Die Ursachen dafur waren vielfaltig und umfassten die Bewalti-
gung von zahlreichen technischen Schwierigkeiten bei der Anzucht von HCMV in ei-
nem stabilen Fibroblastenzellkultursystem, die Virustiterkontrolle, die Etablierung von
Methoden zum Infektionsnachweis und der Optimierung der Infektionseffizienz bei
DCs (s. 3.3).

Es zeigte sich deutlich, dass ein Aufschluss der Wirtszellen durch mehrfaches Ein-
frieren und Wiederauftauen, die Ausbeute an Virus mehr als verdoppelte, als wenn
eine Aufreinigung lediglich aus dem Uberstand erfolgte (s. 4.1.3). Des Weiteren wur-
de bei der Anzucht von verschiedenen HCMV Stdammen (HB5 und TB40E) deutlich,
dass diese unterschiedlich gut in Fibroblasten replizierten, und somit unterschiedliche
Virusmengen zu erwarten waren. Dies war darauf zurtickzufihren, dass TB40E ein in
Endothelzellen propagierter Stamm war und somit eine schlechtere Replikationsfa-
higkeit in Fibroblasten besal} als HB5.
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5.2 Etablierung einer Methode zur siRNA Transfektio n
von DCs

Nachdem DCs erfolgreich generiert wurden (s. 4.1.2), gelang es diese effizient mit
SiRNA zu transfizieren (s. 4.3). In Ubereinstimmung zur Arbeit von Prechtel et al.,
2006 erwies sich die Elektroporation als eine leistungsfahige Methode zur siRNA
Transfektion, um DC Manipulationen an einer grof3en Zahl an Zellen vorzunehmen.
Die Auswertung der FACS Analyse ergab im Vergleich zur Immunfluoreszenzfarbung
eine Transfektionsrate von 90% versus 80%. Somit konnte davon ausgegangen wer-
den, dass bei einem Stromimpuls von 340 V fur 10 ms durchschnittlich 85% der DCs
mit SIRNA transfiziert wurden.

In dieser Arbeit konnte ein siRNA vermitteltes gene-silencing fur TLR2 (s. 4.3.2),
TLR3 (s. 4.4), TLR4 (s. 4.7.3), MyD88 (s. 4.7.5), DC-SIGN, PTX-3 (s. 4.7.7), Dectin-1
(s. 4.7.8) und Card-9 (s. 4.7.11) fur DCs aufgezeigt werden, ohne dass dies einen
sonstigen (beobachtbaren) negativen Einfluss auf die Zellen hatte. Dies zeigte sich
vor allem daran, dass die Zellen den Vorgang der Elektroporation tberlebten, was
durch eine einfache Trypanblau-Farbung nach Transfektion nachgewiesen wurde
(Daten nicht gezeigt). Ferner waren die Zellen nach Elektroporation nicht in ihrer Fa-
higkeit eingeschrankt, auf die verwendeten Stimuli (TLR Liganden, A. fumigatus KS,
HCMV) zu reagieren.

Seit einiger Zeit gab es Berichte, wonach der Einsatz von dsRNA Interferonantworten
auszulésen schien. So zeigten Kariko et al. im Jahr 2004, dass der Einsatz von
siRNA bei humanen Makrophagen einen Expressionsanstieg von IFN-a und TNF-a
hervorrief. In eigenen Untersuchungen wurde ein solcher Expressionsanstieg nicht
festgestellt (s. 4.3.3). Vermutlich scheint dies darauf zurtickzufihren zu sein, dass
Kariko et al. die Lipofektion (im Gegensatz zur Elektroporation) als Transfektions-
methode wahlten. Des Weiteren wurde unlangst gezeigt, dass auch die Sequenz der
verwendeten siRNA von Bedeutung zu sein scheint (Sioud, 2005).

Am Beispiel von TLR2 und TLR3 konnte eindrucksvoll gezeigt werden, dass ein in
DCs induzierter RNAI-Effekt Giber mehrere Tage anhielt (s. 4.3.2). Dass wahrend die-
ser Zeit die reduzierte Expression kaum nachliel3, scheint darauf zurickzufihren
sein, dass sich DCs in Kultur nicht weiter teilten und somit eine Ausdinnung an
SiRNA unterbleibt. Die Wirksamkeit der RNAi und die damit verbundenen Expressi-

onsveranderungen von immunrelevanten Genen konnten eindrucksvoll fir TLR3 und
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poly I:C, fur TLR4 und LPS, sowie fur Dectin-1 und Zymosan am Light Cycler nach-
gewiesen werden (s. 4.4.1, 4.7.3, 4.7.8).

5.3 Rolle von TLR2, TLR3, TLR9 und DC-SIGN bei der
Induktion einer Immunantwort von DCs nach HCMV
Infektion

In unserer Arbeitsgruppe durchgefuhrte Microarray-Experimente zeigten, dass die
Immunantwort von DCs nach Infektion mit verschiedenen HCMV Stammen (TB40E
und AD169) unterschiedlich ausfiel (Daten unverdffentlicht). Obgleich beide HCMV
Stamme DCs infizieren kdnnen, unterscheiden sie sich doch dahingehend, dass nur
TB40E den vollen Replikationszyklus durchlaufen und neue Virionen bilden kann
(Jahn et al., 1999). AD169 hat diese Fahigkeit aufgrund der mehrfachen Passagie-
rung in Fibroblasten und der damit verbundenen Anreicherung von Mutationen im vi-
ralen Genom verloren (Sinzger et al., 1999).

Im Gegensatz zu AD169 fiihrte die Infektion mit TB40E zu einer verstarkten Expres-
sion von Klasse | Interferonen, pro-inflammatorischen Cytokinen und TLR3 (s. 4.1.4;
Gebhard, 2004). Unlangst wurde fur TLR3 gezeigt, dass es einen funktionellen Zu-
sammenhang mit der Expression von IFN-B und weiteren pro-inflammatorischen Cy-
tokinen gibt (Compton et al., 2003; Yamamoto et al, 2003). Bei den Untersuchungen
des TLR Expressionsprofils verschiedener Leukozyten-Populationen zeigte sich
deutlich, dass DCs, im Gegensatz zu anderen Immuneffektorzellen, eine hohe Ex-
pression fur TLR3 aufwiesen (s. 4.2). Mittels intrazellularer FACS-Analyse konnte
bestétigt werden, dass TLR3 intrazellular lokalisiert war (s. 4.2.2). Folglich lag der
Verdacht nahe, dass eine Infektion von DCs durch HCMV (TB40E) eine Immunant-
wort induziert, die durch TLR3 vermittelt wird.

Der zunachst auftretende Widerspruch, dass TLR3 ein Rezeptor fur dsRNA ist (Ale-
xopoulou et al., 2001) und HCMV als Genom dsDNA besitzt, kann durch folgende
Beobachtung erklart werden. Aufgrund der Uberlappenden Leserahmen und der bidi-
rektionalen Transkription von viralen Genen kann es zur Hybridisierung einzelner
RNA-Molekile kommen (Jacobs und Lengland, 1996). Eine moégliche Hypothese be-
sagt, dass es dadurch zur Bildung von dsRNA-Intermediaten kommt, die als Stimuli

fur den intrazellular lokalisierten TLR3 fungieren (Matsumoto et al., 2003). Fur
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BMDCs aus der Maus konnte TLR3 bereits als Rezeptor fur MCMV bestétigt werden
(Tabeta et al., 2004).

In wie weit sich die Methode der RNAI zur Untersuchung einer moglichen Interaktion
eignet, wurde durch den Einsatz einer spezifischen TLR3 siRNA und dem TLR3 Li-
ganden poly I:C untersucht (s. 4.4). Erwartungsgemalf kam es durch die Stimulierung
mit poly I:C zu einer erh6hten Expression von Klasse | Interferonen und proinflamma-
torischen Cytokinen. Die Erh6hung der Expression von IFN-f fiel fir die Ansatze mit
TLR3 siRNA geringer aus, wobei mit LPS stimulierte Zellen diesen Effekt nicht zeig-
ten. Fur IFN-a wurde keine reduzierte Expression nach TLR3 siRNA Transfektion
beobachtet. Dies stand im Gegensatz zu den Experimenten von Alexopoulou et al.
(2001), wo eine, obgleich auch sehr schwache, Reduktion beschrieben wurde.
Aufgrund der Experimte mit TLR3 siRNA und poly I.C-Stimulation war es mdglich, ei-
nem moglichen funktionellen Zusammenhang zwischen TLR3 und HCMV weiter
nachzugehen. Hierbei zeigte sich, dass die Infektion von DCs mit dem Stamm TB40E
zu einer Induktion von IFN-a, IFN-B, CXCL10 und CXCL11 fuhrte. Ob die Expression
dieser Cytokine tatsachlich Uber TLR3 vermittelt wird, bleibt allerdings zum jetzigen
Zeitpunkt spekulativ, da mit den siRNAs gegen TLR3 unter diesen experimentellen
Bedingungen keine Interaktion nachzuweisen war (s. 4.4.3). Vielmehr deutete die
frhe Induktion von IFN-B darauf hin (s. 4.1.4), dass die Expression von Klasse | In-
terferonen Gber membranstandige Rezeptoren angeschaltet wird, noch bevor die Vi-
rusreplikation (und somit eine mogliche Aktivierung Uber TLR3 durch dsRNA Inter-
mediate) begonnen hat. Des Weiteren ist aufgrund der zeitverzégerten Expression
von CXCL10 und CXCL11 davon auszugehen, dass diese durch freigesetztes IFN-3
autokrin induziert wird, wie es bereits von Severa et al., 2006 vorgeschlagen wurde.
Weshalb keine verringerte Expression von IFN-B nach Ausschalten von TLR2 und
DC-SIGN zu beobachten war (s. 4.4.5), ist nicht mit vollstandiger Sicherheit zu be-
antworten und koénnte auf andere Immunrezeptoren zur Erkennung von HCMV hin-
deuten, wie z.B. PTX-3 (Bozza et al., 2006), was in dieser Arbeit nicht ndher unter-
sucht wurde. Ein Aspekt, der ebenfalls nicht aul3er Acht gelassen werden sollte, ist
die Art und Weise, wie das Viruskonzentrat hergestellt wurde (s. 3.3.3). Neben den
eigentlichen infektiosen Partikeln sind auch immer eine grof3e Anzahl an unvollstan-
digen Viren enthalten (Prof. Mach, Institut fir Virologie in Erlangen, personliche Mit-
teilung), die zusatzlich stimulierend wirken und gerade schwache Expressionsunter-

schiede zwischen untransfizierten und mit siRNA transfizierten Zellen Uberdecken
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konnen. Um dies auszuschlielen ware es ratsam, das Viruskonzentrat Uber einen
Dichtegradienten weiter aufzureinigen, wofir inzwischen ein entsprechendes Proto-
koll im Labor vorliegt.

Auch fur TLR9 konnte keine Funktion bei der Induktion einer Immunantwort bei DCs
festgestellt werden. Am Light Cycler durchgefihrte Untersuchungen zeigten eine
TLR9 Expression am Rande der Detektierbarkeit (s. 4.4.4). Diese Beobachtungen
stehen im Gegensatz zu bisherigen Angaben in der Literatur: lwasaki und Medzhitov,
2004 geben in inrem Ubersichtsartikel an, dass in vitro generierte DCs, im Gegensatz
zu plasmazytoiden DCs, keine Expression fur TLR9 aufweisen. Dabei berufen sie
sich auf Expressionsanalysen, die mittels konventioneller PCR mit 40 PCR-Zyklen
und Agarosegelelektrophorese durchgefuhrt wurden (Kadowaki et al., 2001). Wegen
der kleineren Zyklenzahl und der geringeren Sensitivitat im Vergleich zur hier durch-
gefuhrten gRT-PCR kdnnte dies der Grund flr eine unterschwellige Expression sein,
die durch wenige, eventuell vorhandene plasmazytoide DCs hervorgerufen wurde.
Bereits das Vorhandensein von nur wenigen anderen Zelltypen, die TLR9 exprimie-
ren, kann dazu fihren, dass mit dem Light Cycler positive Signale erhalten werden.
Das ist auch der Grund dafir, warum die gRT-PCR gerne in der Diagnostik fur Pilz-
und Virusinfektionen eingesetzt wird. Das Nicht-Vorhandensein von TLR9 scheint
sich auch durch die fehlenden siRNA-Effekte und die nicht-signifikante Stimulierbar-
keit mit CpG DNA zu bestéatigen (s. 4.4.4).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es im Unterschied zur Maus, wo MCMV
von Makrophagen tber TLR3 und TLR9 erkannt wird (Tabeta et al., 2004), eine Be-
teiligung von TLR9 bei der Erkennung von HCMV durch humane ex vivo generierte
DCs auszuschlie3en ist, und fir TLR2, TLR3 und DC-SIGN bislang nicht nachgewie-

sen werden konnte.

54 Immunantwort von DCs und Granulozyten nach
Kontakt mit A. fumigatus KS

DCs gelten als Wachen des Immunsystems, die an der Auslésung von angeborenen
und adaptiven Immunantworten beteiligt sind. Nach Kontakt mit Krankheitserregern
machen unreife DCs eine Differenzierung durch, im Zuge dessen es zu einer erhth-
ten Expression von Co-stimulatorischen Molekilen und einer verbesserten Antigen-
prasentation kommt (s. 2.6). All dies geschieht, um naive T Zellen wirkungsvoll zu

aktivieren (Burns und Thrasher, 2004). Spwwhl in den Microarray-Analysen (s. 4.6.2),
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tivieren (Burns und Thrasher, 2004). Sowohl in den Microarray-Analysen (s. 4.6.2),
als auch im Durchflusszytometer (s. 4.6.3) konnte eine Reifung (gekennzeichnet
durch eine Hochregulation von CD40, CD80, CD83 und CD86) nach Co-Inkubation
mit A. fumigatus KS nachgewiesen werden (s.a. Braedel et al., 2006).

Mit Hilfe der Gene Ontology Tree Machine (GOTM) zur Klassifikation von Array-
Daten (Zhang et al., 2004; http://bioinfo.vanderbilt.edu/gotm/) wurden Gene, die eine
differentielle Regulation zeigten, in die Bereiche Signaltransduktion, Zell-/Zell-
Kommunikation, Differenzierung von myeloiden Zellen, Apoptose, Immun- und Ver-
teidigungsantworten eingruppiert. Anhand dieser Aufzahlung wird deutlich, dass der
Kontakt mit A. fumigatus KS drastische Auswirkungen auf das Expressionsprofil von
DCs hatte.

Im Zuge der Infektion wurden verschiedene Verteidigungsstrategien angeschaltet,
die eine Aktivierung von Phagozytosemechanismen und eine Mobilisierung anderer
Immuneffektorzellen durch Freisetzung von chemotaktischen Cytokinen beinhaltete
(Romani, 2004; Gafa et al., 2007). In dieser Arbeit wurde ein Cytokinexpressionspro-
fil ermittelt, welches friheren Arbeiten &hnlich war, in der die Immunantwort von hu-
manen Monozyten gegentber A. fumigatus und C. albicans untersucht wurde (Kim et
al., 2005; Cortez et al., 2006; Haddad 2006). In diesen Studien wurden ebenfalls IL-
18, IL-8, CXCL2, CCL3, CCL4 und CCL20 gefunden, die nach Pilz-Kontakt verstarkt
exprimiert waren. Unter allen differentiell regulierten Genen zeigte CCL20 (MIP-3q)
die starkste Hochregulation (950fach). CCL20 ist der einzig bislang bekannte Ligand
fur den Chemokin-Rezeptor CCR6, der hauptsachlich auf B-Zellen und bestimmten
T-Zellen exprimiert wird (Williams, 2006). Ahnliche Funktionen wie fiir CCL20 wurden
fur CCL5 (Rantes) beschrieben, welches Monozyten, T-Helferzellen und eosinophile
Granulozyten zum Infektionsherd dirigiert (Appay und Rowland-Jones, 2001). Einen
Uberblick Gber das komplizierte Netzwerk von Cytokinen und Cytokin-Rezeptoren,
die an der Verteidigung gegen A. fumigatus beteiligt sind, kann in Phadke und Meh-
rad, 2005 nachgelesen werden. Es kann davon ausgegangen werden, dass CCLS5,
CCL20 und weitere Chemokine flr eine Aktivierung des adaptiven Immunsystems
und fur eine wirkungsvolle Beseitigung der Pilze zusammenwirken.

Im Gegensatz zu DCs wurden lediglich 54 Gene (darunter nur funf Cytokine) gefun-
den, die in Granulozyten nach Infektion mit A. fumigatus vermehrt exprimiert waren
(s. 4.8). Daraus lafRt sich schlieRen, dass die Aufgabe der PMNs weniger darin be-

steht, andere Immuneffektorzellen zu aktivieren, als vielmehr invasive Pilze direkt zu
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bekampfen. Dies scheint nicht zuletzt mit Hilfe des Oxidativen Bursts zu erfolgen (s.
4.8.2), wobei sich die Zellen selbst vor den Sauerstoffradikalen zu schitzen versu-
chen, indem verschiedene Hitzeschock-Gene und Radikalfangergene (Thioredoxin,
Hamoxygenase, Ferritin) hochreguliert werden.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Expression von PTX-3 durch A. fu-
migatus KS in DCs hochreguliert wurde (s. 4.6.4). Diese Entdeckungen befinden sich
in Ubereinstimmung mit neueren Berichten, die eine Rolle von PTX-3 bei der Phago-
zytose von A. fumigatus Konidien und einer damit verbundenen Aktivierung des
Komplementfaktors C1qg beschreiben (Gaziano et al., 2004). Mause, bei denen PTX-
3 mutiert wurde, waren fur eine Lungeninfektion mit A. fumigatus deutlich empfangli-
cher (Garlanda et al., 2002). Dies unterstreicht noch einmal die Bedeutung von PTX-

3 als Immunrezeptor bei der Erkennung und Abwehr von Pilzen.

5.5 A. fumigatus KS als potentielle Aktivatoren von
TLR2 und TLR4

Durch den Kontakt zwischen DCs und A. fumigatus findet eine Aktivierung tiber TLR-
und nicht-TLR-abhangige Signalwege statt (Hohl et al., 2006). In den letzten Jahren
erschienen zahlreiche Arbeiten, in denen die Signaltransduktion verschiedenster Im-
muneffektorzellen Gber TLR2 und TLR4 untersucht wurde. Eine Ubersicht Giber die
Interaktion von TLRs mit Pilzen findet sich in Roeder et al., 2004 und in Levitz, 2004.
Bei genauerer Betrachtung der Literatur fallen einige Unterschiede in den jeweiligen
experimentellen Ansatzen auf, die Erklarung fir die vorhandenen Widerspriche sein
konnten (s. 2.4.2). Ein Punkt, der nicht unbeachtet bleiben sollte, ist die Verwendung
von unterschiedlichen Methoden zur Inaktivierung der Pilze. Man kann davon ausge-
hen, dass Ethanol, Hitze und Paraformaldehyd die Oberflachenstruktur der Pilze auf
unterschiedliche Weise veréandert, und somit die Stimulierbarkeit von Immuneffektor-
zellen beeinflusst. Insbesondere bei Untersuchungen zum Oxidativen Burst von Gra-
nulozyten wurden derartige Beobachtungen gemacht (Wozniok, 2007). Des Weiteren
sind auch Zellzahlen, Konzentrationen und die Dauer der Stimulation nur selten mit-
einander vergleichbar.

Leider ist die Inaktivierung von Pilzen in vielen Fallen nicht zu vermeiden. Nur fur
kurze Inkubationszeiten (bis maximal 6 h), wie bei Untersuchungen zum Oxidativen

Burst von Granulozyten (s. 4.8.2), ist es mdglich, eine definierte Anzahl an Konidien
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oder KS zu gewahrleisten, da es ansonsten nach mehreren Stunden Kultivierung im
Brutschrank zu einer starken Vermehrung der Pilze kommt, wenn diese frisch herge-
stellt verwendet werden. Ferner wurde kurzlich gezeigt, dass A. fumigatus verschie-
dene Virulenzfaktoren, wie z.B. Gliotoxin, ins Medium abgibt, welche Monozyten und
DCs abtoten, und dadurch weitere Analysen unerwiinscht beeinflussen kann (Stan-
zani et al., 2005). In dieser Arbeit wurde mittels real-time Mikroskopie (s. 4.6) nach-
gewiesen, dass eine sechsstindige Co-Kultivierung von frisch aufgetauten A. fumiga-
tus KS und DCs in dieser Zeit kein unkontrolliertes Pilzwachstum nach sich zog.

Die meisten Experimente zur ldentifikation von TLR2 und TLR4 als Rezeptoren fir
Pilze wurden im Maus-Modell durchgefiihrt. Mambula et al. zeigten 2002, dass TLR2
knockout-Mause, im Gegensatz zu TLR4 knockout Mausen, mit einer verminderten
Freisetzung von TNF-a auf A. fumigatus Konidien und Hyphen reagierten. Von Meier
et al., 2003 konnten diese Beobachtungen in dieser Form nicht bestatigt werden.
Sowohl TLR2", als auch TLR4” Mause zeigten eine verringerte TNF-a Produktion
nach Stimulierung mit A. fumigatus Konidien und Hyphen. Eine mdgliche Erklarung
fur diese Abweichungen kénnte die unterschiedliche Verwendung von Hitze bzw.
Ethanol-inaktivierten Pilzen sein.

Dartber hinaus scheinen die Beobachtungen aus der Maus nicht immer im vollen
Umfang auf den Menschen Ubertragbar zu sein. Bisherige Arbeiten mit humanen Zel-
len deuteten darauf hin, dass A. fumigatus Hyphen Monozyten tber TLR2 und TLR4
aktivieren (Wang et al., 2001). Auch Netea et al. konnten fir PBMCs zeigen, dass
TLR2, nicht aber TLR4, durch Hyphen aktiviert werden. Anders im Fall von Konidien,
die sowohl durch TLR2, als auch TLR4 erkannt werden. Insbesondere tber TLR2
wird die Expression von anti-inflammatorischen Cytokinen (IL-10) induziert. Anhand
dieser Beobachtungen wurde die Hypothese aufgestellt, dass die Keimung von Koni-
dien zu Hyphen einen Mechanismus zur Umgehung der Wirtsimmunantwort darstellt
(Immun-Evasion). Dies scheint aufgrund der zahlreichen Widerspriiche in der Litera-
tur und aufgrund des geringen Verstandnisses Uber das gesamte Spektrum an Cyto-
kinen, die nach einer Pilzinfektion freigesetzt werden, nach wie vor spekulativ. Ge-
zielte Untersuchungen mittels Microarray-Analysen und Cytokin ELISAs kdnnten hier
Abhilfe schaffen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde beobachtet, dass sich die Expression von TLR2 und
TLR4 nach Co-Kultivierung mit A. fumigatus KS geringfiigig veradnderte (s. 4.6.2,
4.6.4). Im Gegensatz zu Monozyten konnten TLR2, und zum Teil auch TLR4, bei
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DCs weder als membranstandige Rezeptoren noch intrazellular mittels FACS-
Analyse nachgewiesen werden (s. 4.2.2). Im Jahr 2001 hatten Visintin et al. ermittelt,
dass bei DCs weniger als 75 TLR4 Molekule / Zelle (im Vergleich zu Monozyten mit
mehr als 1.000 Molekile / Zelle) nachzuweisen waren, was an der Detektionsgrenze
des Durchflusszytometers lag. Somit konnte davon ausgegangen werden, dass so-
wohl TLR2, als auch TLR4 in sehr geringer Anzahl pro Zelle vorlagen, und das ob-
wohl fur beide Rezeptoren eine deutliche Expression mit dem Light Cycler ermittelt
wurde (s. 4.2). An dieser Stelle sei angemerkt, dass die geringe Zahl an TLR4 und
die gleichzeitige Abwesenheit von CD14 (s. 4.1.2) zu keiner abgeschwachten Reak-
tionsfahigkeit von DCs auf LPS fihrte (s. 4.7.3). Erst die Ausreifung zu mDCs verhin-
dert auf LPS mit einer TNF-a Freisetzung zu reagieren (Visintin et al., 2001).

Alle friheren Experimente gaben Anlass zu der Annahme, dass eine Aktivierung von
DCs durch Pilze ebenfalls Gber TLR2 und TLR4 erfolgen kdnnte. Mit siRNAs gegen
TLR2 bzw. TLR4 konnte die Expression des jeweiligen Gens reduziert werden. Im
Gegesatz zur TLR2 siRNA Transfektion und Zymosan-Stimulation (s. 4.7.1) war es
fur TLR4 mdglich, die Cytokinantwort nach TLR4 siRNA Transfektion und gleichzeiti-
ger LPS-Gabe signifikant zu verringern (s. 4.7.3). Somit konnte eine Funktionalitét
des RNAIi Systems fur DCs nachgewiesen werden. Dariiber hinaus wurde gezeigt,
dass es sich bei TLR4 um den Rezeptor fur LPS handelte, wohingegen TLR2 nicht
an der Erkennung von Zymosan beteiligt war. Wie spatere Experimente offenbarten,
zeigten DCs eine deutliche Expression fur Dectin-1, welcher die Rolle von TLR2 bei
der Erkennung von Zymosan zu Ubernehmen schien (s. 5.6). Auch in der Maus konn-
te fur Alveolar-Makrophagen nachgewiesen werden, dass die Erkennung von A. fu-
migatus ebenfalls nicht durch TLR2 und TLR4 vermittelt wird (Dubourdeau et al.,
2006).

Erwartungsgemal fuhrte der Kontakt mit A. fumigatus KS zu einer erhéhten Expres-
sion von pro-inflammatorischen Cytokinen. Im Vergleich zu nicht transfizierten Zellen
war in denen mit TLR2 (s. 4.7.2) bzw. TLR4 siRNA (s. 4.7.4) nach Stimulation mit A.
fumigatus KS keine Expressionsveranderung von TNF-a und IL-12 zu sehen. Auch
durch den Einsatz von kommerziell erhaltlichen TLR Antikdrpern konnte eine Interak-
tion Uber TLR2 und TLR4 fur DCs nicht nachgewiesen werden (s. 4.7.6). Im Gegen-
satz dazu war der durch Zymosan und A. fumigatus KS induzierte Oxidative Burst
von Granulozyten vor allem dann reduziert, wenn die Zellen mit dem TLR2 Antikérper

behandelt wurden (s. 4.8.2). Zusammenfassend aus diesen Beobachtungen wurde
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geschlussfolgert, dass bei DCs TLR2 und TLR4 fur die Erkennung von A. fumigatus
KS eine eher untergeordnete Rolle spielen, wohingegen die Bildung von Sauerstoff-
radikalen von Granulozyten unter dem Einfluss von TLR2 zu stehen scheint.

5.6 Dectin-1 als Rezeptor fur A. fumigatus KS auf DCs
und Granulozyten

A. fumigatus KS stellten fir DCs und PMNSs einen starkeren Stimulus dar als Koni-
dien (s. 4.7.10 und 4.8.3). Es ist bekannt, dass es bei A. fumigatus im Zuge der
Schwellung und Keimung von Konidien zu einer Veranderung in der Zellwandzu-
sammensetzung kommt (Hohl et al., 2005). Durch diesen Vorgang wird die Struktur
von (3-1,3 und -1,6 Glucanen, aber auch von anderen Pilzantigenen verandert, was
dazu fuhrt, dass verschiedene Zustandsformen der Pilze vom Immunsystem unter-
schiedlich gut erkannt und beseitigt werden kénnen (Steele et al., 2006; Kurzai et al.,
2006).

Dectin-1 wurde als wichtiger Immunrezeptor beschrieben, der vor allem von myeloi-
den Zellen in den Lungen und des Gastrointestinaltraktes in hohem Grade exprimiert
wird (Brown et al., 2006). Hierbei handelt es sich um die zentralen Organe, die von
Pilzen als Eintrittspforten in den menschlichen Kérper fur eine hamatogene Dissem-
nierung benutzt werden. Nach direktem Kontakt zwischen (-1,3 Glukan und Dectin-1
wird ein Signal Uber zwei verschiedene Signal-Kaskaden (Syk-abhangig und Syk-
unabhangig) in den Zellkern geleitet (Underhill et al., 2005; Rogers et al., 2005). Die
Co-Kultivierung von DCs mit A. fumigatus KS fiihrte zu einer deutlichen Runter-
regulation von Card-9 (s. 4.7.11), ein erst kurzlich beschriebenes Adaptermolekil zur
Signalweiterleitung nach Dectin-1 Aktivierung (Gross et al., 2006). Warum keine ver-
ringerte Expression von TNF-a und IL-12 nach Card-9 siRNA Transfektion zu ver-
zeichnen war, kann nicht mit abschlieRender Sicherheit beantwortet werden. Eine
maogliche Erklarung kdnnte die Verwendung anderer Adaptoren sein, so wie es auch
fur TLR4 MyD88-abhédngige und unabhéngige Signalwege gibt (s. 2.4.3). Kirzlich
wurde gezeigt, dass Dectin-1 in Makrophagen und DCs die Transkriptionsfaktoren
der NFAT Familie aktiviert, die wiederum die Expression von pro-inflammatorischen
Cytokinen regulieren (Goodridge et al., 2007; Rothfuchs et al., 2007). Welche Signal-
wege hierbei im Detail beteiligt sind, wird sicherlich erst in den nachsten Jahren voll-

standig entschlisselt werden.

138



Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit konnte eindrucksvoll demonstriert werden, dass die Pilz-
induzierte Cytokin Freisetzung von DCs abhang vom Dectin-1 Rezeptor ist. Dectin-1
wurde experimentell als Rezeptor dadurch bestatigt, dass eine Reduktion der Dectin-
1 Expression mittels siRNA zu einer verringerten Expression von IL-12 und TNF-a
fuhrte (s. 4.7.9). Die Vorbehandlung von DCs mit einem spezifischen Antikérper ge-
gen Dectin-1 hatte dazu gefuhrt, dass es zu einer reduzierten Freisetzung von TNF-
a, IL-12 und IL-6 nach Stimulation mit A. fumigatus KS, geschwollenen Konidien und
Zymosan kam (s. 4.7.10). Ahnliche Entdeckungen wurden bei Mausen gemacht, bei
denen die Sekretion von IL-6, TNF-a und MIP-2 durch einen Maus anti-Dectin-1 Anti-
korper blockiert werden konnte (Hohl et al., 2005; Steele et al., 2005).

Derselbe Antikdrper hatte im Gegensatz zum TLR2 / TLR4 Antikorper die Sauerstoff-
radikalbildung von Granulozyten nach Pilz-Stimulation nicht verandert (s. 4.8.2).
Dass Dectin-1 bei der Induktion des Oxidativen Bursts von Granulozyten dennoch ei-
ne Rolle spielt, zeigten Kennedy und Kollegen 2007. Durch Vorbehandlung der Zel-
len mit einem Antikdrper gegen Dectin-1 konnte die durch Zymosan ausgel6ste Pro-
duktion von Sauerstoffradikalen verringert werden. Aus diesen und eigenen Beo-
bachtungen kann geschlussfolgert werden, dass der Oxidative Brust Gber verschie-
dene Immunrezeptoren und Signaltransduktionswege moduliert wird. Die Entschlis-
selung von Signalwegen, welche angeborene und adaptive Immunmechanismen
kontrollieren, kann neue Erfolge flr anti-fungale Therapien bringen.

Seit kurzem werden B-Glucane als potente Aktivatoren des Immunsystems Kklinisch
eingesetzt, um mikrobielle Infektionen und sogar Krebs zu behandeln (Chen und Se-
viour, 2007). Dabei moduliert Dectin-1 als Rezeptor fur B-1,3 Glucane die anti-Tumor
Aktivitat (Ikeda et al., 2007).

5.7 Einfluss von Immunsuppressiva auf DCs und Gra-
nulozyten

Bei Patienten, die sich einer Stammzelltransplantation unterziehen mussen, wird ihr
eigenes Immunsystem zerstort und durch ein fremdes Immunsystem ersetzt. Zur
Vermeidung von AbstoRungsreaktionen bekommen diese Patienten Immunsuppres-
siva, die das neue Immunsystem in seiner Funktion hemmen. Dadurch wird die Ge-

fahr fur Pilz- und Virusinfektionen nochmals vergrofiert.
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Im Rahmen der hier durchgefiihrten Analysen konnte gezeigt werden, dass das Rei-
fungsverhalten von vollstandig differenzierten DCs nicht wesentlich durch die Im-
munsuppressiva Cyclosporin A, Dexamethason, Cortison, MPA und RAD beeinflusst
wird (s. 4.6.3). Werden Glucocorticoide allerdings bereits wahrend des Beginns der
Ausdifferenzierung von Monozyten gegeben, so wird eine vollstdndige Ausreifung zu
DCs verhindert (Piemonti et al., 1999).

Colic und Kollegen haben 2003 den Einfluss von MPA auf die Reifung von DCs un-
tersucht, und dabei festgestellt, dass die Gabe von MPA am Tag 6 nach CD14-
Isolation zu keiner reduzierten Expression von co-stimulatorischen Molekilen fihrt.
Dies konnte im Rahmen dieser Arbeit bestatigt werden (s. 4.6.3). Ferner wurde mit-
tels Microarray-Analysen nachgewiesen, dass es durch MPA zu keiner deutlichen
Veranderung der Genexpression kam (s. 4.6.2). Im Gegensatz dazu hat eine frihe
Beeinflussung der DC-Entwicklung zur Folge, dass ein Grof3teil der Zellen apopto-
tisch wird, und die Gberlebenden DCs derart negativ beeinflusst sind, dass keine aus-
reichende Aktivierung von T-Zellen mehr erfolgt (Colic et al., 2003). Es kann speku-
liert werden, ob die hohere Gefahr unter einer A. fumigatus Infektion zu leiden, durch
einen zusatzlichen immunsuppressiven Effekt von MPA hervorgerufen wird, der sich
auf eine Funktionsstérung von DCs zurlckfuhren laft.

Interessanterweise fuhrte die Behandlung von Granulozyten mit MPA zu einem ver-
starkten Oxidativen Burst (s. 4.8.3). Fortfuhrende Untersuchungen in unserer Ar-
beitsgruppe konnten zeigen, dass es trotz der erhéhten Freisetzung an Sauerstoffra-
dikalen zu keiner verbesserten Abtotungseffizienz von A. fumigatus KS kam
(Wozniok, 2007).

Im Jahr 2006 wurde von Hochegger und Kollegen tber einen Patienten nach Nieren-
transplantation berichtet, der nach der Erh6hung der Dosierung ein akutes entzindli-
ches Syndrom entwickelte, das durch Fieber und Oligoarthritis gekennzeichnet war
und vermutlich durch den Oxidativen Burst von Granulozyten ausgeldst wurde. Auch
im Zusammenhang mit A. fumigatus gibt es Berichte, wonach die Gabe von MPA Pa-
tienten fur eine 1A empfanglicher machten (Schelenz und Goldsmith, 2003). Es kann
spekuliert werden, ob es bei diesen Patienten zusatzlich zur Unterdriickung von DC-
T-Zell-Antworten auch zu einer generalisierten Entzindung kommt. Aufgrund bisheri-
ger Literaturangaben und eigenen Untersuchungen kann davon ausgegangen wer-

den, dass die Behandlung mit MPA ein Risikofaktor fur eine IA darstellt.
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5.8 Genotypisierung von Patienten nach allogener
Stammzelltransplantation im Zusammenhang mit
einem erhohten Risiko flr eine Infektion durch
HCMYV oder A. fumigatus

Am Light Cycler konnte durch den Einsatz von Hybridisierungssonden und Schmelz-
kurvenanalysen eine Untersuchung von SNPs durchgefihrt werden (s. 3.6.6). Dies
stellte eine echte Alternative zur Sequenzierung und MALDI-TOF-Analyse dar, da
Ergebnisse (im Idealfall) nach wenigen Stunden vorlagen.
Der Light Cycler und die MALDI-MS sind sensitive, exakte und reproduzierbare Me-
thoden zur Genotypisierung von SNPs, die eine Call-Rate (Anzahl an DNA-Proben,
die auswertbare Ergebnisse lieferten) von Uber 95% erreichten. Demgegeniber er-
zielte die Pyrosequenzierung lediglich eine Call-rate von knapp 80% (Loffler et al.,
2006). Daraus folgte, dass Light Cycler und MALDI-MS robuster und durch geringe
DNA Qualitat und Quantitat weniger limitiert waren. Dieser Aspekt ist besonders
wichtig, wenn, wie bei dieser Analyse, Proben von neutropenischen Patienten analy-
siert werden. Jedoch im Fall von Hochdurchsatz, sowie zur Identifizierung neuer
SNPs, hat die Pyrosequenzierung den Vorteil der Simultanverarbeitung und Automa-
tisierung (Ahmadian et al., 2006). Eine Beschrankung dieser Methode ist durch sich
enventuell auf der DNA befindlichen Histonkomplexe oder regulatorische Proteine
gegeben (Soderback et al., 2005).
Bei der Analyse des SNPs rs12709459 im ITGB3 Gen wurde eine interessante Beo-
bachtung gemacht: Gewdhnlich erfolgte die Quantifizierung im Light Cycler nach je-
dem PCR-Zyklus am Ende der jeweiligen Annealing-Phase. Allerdings konnte trotz
sehr schonen Schmelzkurven, die bei einer Temperatur von 40C begannen, kein
PCR-Produkt wahrend des PCR-Vorgangs quantifiziert werden. Diesem Phanomen
wurde weiter nachgegangen und es stellte sich heraus, dass die fur die PCR ver-
wendete Annealingtemperatur von 60T zu hoch gewahlt war, damit sich die Sonden
(nicht aber die Primer) an die Template-DNA anlagern konnten. Erst nach Absen-
kung der Annealingtemperatur auf 50C war auch ein Amplifikat wahrend der PCR
guantifizierbar.
Im Vorfeld dieser Arbeit wurden SNPs in IL-10, CCL2 und CCRS5 entdeckt, welche
mit einem erhdhten Risiko fur eine HCMV Reaktivierung bzw. Erkrankung assoziiert
waren (Loffler et al., 2006). HCMV hat verschiedene Strategien der Immunevasion
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entwickelt, um eine lebenslang fortbestehende Infektion im Wirt sicherzustellen. Es
ist bemerkenswert, dass HCMV dabei genau auf diese Gene abzielt, die in unserer
Analyse mit einer erhohten Empfanglichkeit verknipft waren. So codiert HCMV fir
ein virales IL10 Homolog, womit zellulare Immunantworten unterdriickt werden (Ko-
tenko et al., 2000). Zusatzlich wurden im viralen Genom vier Gene fir Chemokin-
Rezeptoren identifiziert, die CCL2 mit hoher Affinitdt binden und somit dessen Wir-
kung reduzieren (Casarosa et al., 2005). Die Virus-vermittelte Runterregulation von
CCRS5 fuhrt dazu, dass die Migration verschiedener Immuneffektorzellen zum Ort der
Infektion verringert wird (Varani et al., 2005). In wie weit die identifizierten SNPs in IL-
10, CCL2 und CCR5 die Expression oder Aktivitat verandern, muss durch fortfihren-
de, funktionelle Analysen ndher bestimmt werden.

Eine neuere Untersuchung bei Patienten nach Lebertransplantation konnte einen
SNP (rs5743708) in TLR2 identifizieren, dessen Risikoallel zu einer héheren Virus-
last beizutragen scheint (Kijpittayarit et al., 2007). Patienten nach Nierentransplanta-
tion hingegen besitzen ein hoheres HCMV-Risiko, wenn Stammzellen mit einem be-
stimmten Polymorphismus in IL-10 (-1082 AA) ubertragen werden (Alakulppi et al.,
2006). Eigene Arbeiten konnten einen solchen Zusammenhang fur SNPs in IL-10
(-1387 AG, -1117 AG, 1668 AT, 2068 CG) bei Patienten nach allogener Stammzell-
transplantation bestatigen (Loeffler et al., 2006). Aufgrund dieser Untersuchungen gilt
als gesichert, dass es eine genetische Préadispostion fur die Empfanglichkeit von
HCMV gibt.

Bei der in dieser Dissertation durchgefuhrten Genotypisierungsaktion konnten zwei
weitere signifikante SNPs (-939, -139) im Promotor-Bereich des HCMV-Entry-
Rezeptor-Gens DC-SIGN gefunden werden (s. 4.5). Wahrend der Entwicklung von
Monozyten zu DCs wird DC-SIGN in gut definierten Mikrodomé&nen auf der Plasma-
membran exprimiert (Granelli-Piperno et al., 2005). Diese Organisation scheint fur
eine Anlagerung und Internalisierung der Viruspartikel wichtig zu sein (Cambi und
Figdor, 2003). Demgegeniber berichteten Geijtenbeek et al., 2000, dass DC-SIGN
nicht als Rezeptor fur das Virusentry fungiert, sondern stattdessen eine Infektion wei-
terer Immunzellen vermittelt (trans-Rezeptor).

In einer &hnlichen Analyse wie in dieser Arbeit konnten zwei in der Nahe befindlichen
SNPs (-871, -336) identifiziert werden, welche die Empfanglichkeit fir Mycobacterium
tuberculosis (Tuberkulose) beeinflussten (Barreiro et al., 2006). Es gibt erste Hinwei-
se darauf, dass das -336A Allel die Expression von DC-SIGN erhoéht, und dadurch zu
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einer verbesserten Pathogen-Erkennung und starkeren adaptiven Immunantwort
fuhrt (Sakuntabhai et al., 2005). Aul3erdem zeigten Babys, die dem Risiko fir eine
parenteral erworbene HIV-Infektion ausgesetzt waren, eine erhdhte Empfanglichkeit
bei Vorhandensein des Riskioallels -336 G (Martin et al., 2004).

Halary et al. waren 2002 in der Lage zu zeigen, dass das virale Hullprotein gB ein Vi-
rusligand von DC-SIGN ist, und dadurch HCMV von DCs gebunden werden kann.
Dies hatte uns zu eigenen Untersuchungen veranlal3t, in wie weit definierte Erbfakto-
ren in DC-SIGN mit unterschiedlichen Expressionsniveaus korrelieren wirden. In der
Tat konnte gezeigt werden, dass unterschiedliche Allele von rs735239 und
rs4804803 die Expression von DC-SIGN beeinflussten. Die Personen, die fur
rs735240 (CC) und rs2287886 (AA) homozygot waren, wiesen eine hohere Expres-
sion im Vergleich zum TT GG Genotyp auf. Gleichzeitig war die Infektions-
Empfanglichkeit von nach dem Zufallsprinzip ausgewahlten gesunden Freiwilligen
erhoht, wenn der Haplotyp CC AA vorlag. Durch IE-Immunfluoreszenzfarbungen
konnte nachgewiesen werden, dass DCs mit dem CC AA Haplotyp in erheblich héhe-
rem Mal3e infizierbar waren, als DCs mit dem TT/GG Haplotyp (s. 4.5). Diese Beo-
bachtungen geben einen starken Hinweis flr eine Funktionswechselbeziehung zwi-
schen den definierten Allelen in DC-SIGN und der Empféanglichkeit fir HCMV.

Es ist unwahrscheinlich, dass Nukleotidaustausche die einzige Ursache fir ein ver-
groRertes HCMV Risiko nach allogener Stammzelltransplantation sind. Die hdhere
Gefahr fur eine HCMV Reaktivierung fur serologisch positive Empfanger ist unum-
stritten (Meyers et al., 1986), wahrend der Einfluss des serologischen Status des
Spenders nicht endglltig geklart zu sein scheint (Grob et al., 1987). In unserer Ar-
beitsgruppe durchgefiihrten Analysen fanden wir keine Verbindung zwischen dem
HCMV Status des Spenders und einer HCMV Reaktivierung bzw. Erkrankung. Je-
doch waren eine akute GvHD (p=0.042), CD34-Selektion (p=0.037) und Behandlung
mit Corticosteroiden (p=0.023) verbunden mit einem verstarkten Auftreten einer
HCMV Krankheit.

Auch im Zusammenhang mit Pilzen gibt es eine zunehmende Anzahl an SNPs im
menschlichen Genom, welche den Verlauf und den Ausgang von Infektionen mit A.
fumigatus beeinflussen. Kesh und Kollegen deckten eine Verbindung zwischen einer
IA und bestimmtem SNPs in TLR1 und TLR6 auf, wahrend keine Beteiligung ausge-
suchter SNPs in TLR4 zu beobachten war (Kesh et al., 2005). Desweiteren wurden

definierte Allele im Mannan-bindenden Lectin (MBL) gefunden, die zum Verlauf einer

143



Diskussion

allergisch bronchopulmonalen Aspergillose (ABPA) beitragen (Kaur et al., 2006; Vaid
et al., 2007). Weitere Untersuchungen von SNPs in C-Typ Lektinen fihrten zur Ent-
schlisselung eines genetischen Zusammenhanges zwischen Markern im surfactant
pulmonary-associated protein A2 Gen (SFTPA2) und einer ABPA (Madan et al.,
2005). Demgegeniber stehen bestimmte SNPs in IL-10, die eine protektive Wirkung
in der Pathogenese einer IA besitzen (Seo et al., 2005).

In unserer Arbeitsgruppe konnten SNPs in IFN-y und CXCL10 gefunden werden, die
mit dem vermehrten Auftreten einer IA nach allogener Stammzelltransplantation as-
soziiert waren (s. 4.9). Zahlreiche Berichte zeigen, dass Polymorphismen in IFN-y
den Verlauf diverser Infektionskrankheiten beeinflussen (Chong et al., 2006; Koch et
al., 2005; Zhang et al., 2005). In unserer Studie, konnten wir aufdecken, dass das T
Allel von rs2069705 in der Gruppe haufiger auftrat, die unter einer IA litt (p=0.01). Im
Promotor von CXCL10 befindet sich eine moégliche Bindungsstelle fur IFN-y in der
Region zwischen Nukleotidpositionen -2002 und -930. Interessanterweise ist einer
der analysierten Marker (rs4257674, -1101, p = 0.001) genau in dieser Genregion lo-
kalisiert.

Die starkste genetische Assoziation wurde fur drei SNPs in CXCL10 gefunden
(p<0.007). Eine Haplotyp Analyse fur rs1554013 (C/T), rs3921 (C/G), rs4859588
(A/G) und rs4257674 (A/G) bestatigte die Einzelmarker-Analyse und identifizierte
,CGAG" als das Risiko-Allel (p = 0.008). CXCL10 ist ein Mediator des Immunsys-
tems, der spezifisch die Migration von Thl-Zellen beeinflusst und die Adhasion von
T-Lymphozyten an Endothelzellen verstarkt (Loetscher et al., 1996). Kirzlich wurde
gezeigt, dass es im Rahmen einer IA zur Proliferation von Antigen-spezifischen
T-Zellen kommt (Hebart et al., 2002).

Indem die Expression von CXCL10 in Monozyten, PMNs und DCs analysiert wurde,
wurde eine durch A. fumigatus KS vermittelte Induktion bei Monozyten und DCs auf-
gedeckt (s. 4.9). DCs von Spendern, die homozgyot fur die Allelkombination TT GG
AA waren, zeigte eine starker induzierbare Expression von CXCL10 als solche mit
dem Haplotyp CC CC GG.

Schlussfolgernd gilt, dass eine Untersuchung von Patienten nach allogener Stamm-
zelltransplantation auf das Vorhandensein definierter Allele in DC-SIGN und CXCL10
zu einer frihzeitigen Erkennung derjenigen Patienten beitragt, die ein verstarktes Ri-
siko fur eine HCMV-Infektion bzw. IA haben.
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7.1

Anhang

Abkurzungen

a anti gB Glykoprotein B
A Adenin oder antisense (Primer) GM-CSF granulocyte macrophage colony stimulating factor
Abb. Abbildung GOF Gewinnmutation (gain of function)
Ak Antikorper H,O Wasser
AP Alkalische Phosphatase HCMV humanes Cytomegalievirus
APC antigenprasentierende Zelle HEK293 Humane Nierenzellen
(antigen presenting cell) (human embryonic kidney cell)
APS Ammoniumpersulfat HEF humane Vorhautfibroblasten
AS Aminosaure (human foreskin fibroblasts)
as antisense HHV humanes Herpesvirus
BCIP 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate HRP horse radish peroxidase
bp Basenpaare (base pair) HSV Herpes simplex Virus
bidest. zweifach destilliert 1A invasive Aspergillose
BMDC bone marrow-derived DC ICP infected cell protein
BSA bovine serum albumin ICTV International Committee on Taxonomy of Viruses
C Cytosin iDC unreife dendritische Zelle (immature dendritic cell)
ca. circa IE immediate early
CD Differenzierungsfaktor (cluster of differentiation) IFN Interferon
cDNA copy DNA Ig Immunglobulin
CLR C-Typ Lektin Rezeptor IL Interleukin
CMV Cytomegalievirus IRL internal repeat long
CP Crossing-Point IRS internal repeat short
CPE Cytopathischer Effekt IS Immunsuppressiva
CRD carbohydrate recognition domain ISG interferon stimulated genes
C-terminal carboxyterminal kb Kilobasenpaare
div dorso/ventral KClI Kaliumchlorid
DAPI 4',6-Diamidino-2-phenylindol kDa Kilo-Dalton
dATP Desoxyadenosintriphosphat KS Keimschlauche
DC Dendritische Zelle (dendritic cell) LC Light Cycler®
dCTP Desoxycytidintriphosphat LOF Verlustmutation (loss of function)
DD Todesdomane (death domain) LPB LPS-bindendes Protein (LPS-binding protein)
dGTP Desoxyguanosintriphosphat LPS Lipopolysaccharid
DMSO Dimethylsulfoxid LRR Leucin-reiche Region (leucine-rich repeat)
DNA Desoxyribonucleinséaure luc Luciferase
dNTP Desoxyribonucleosidtriphosphat MACS Magnetische Zellsortierung (magnetic cell sorting)
ds doppelstrangig (double stranded) MALDI matrix assisted laser desorption ionization
dTTP Desoxythymidintriphosphat MBP Mannose-binding protein
e Eulersche Zahl (e=2,7182) MCMV Murines Cytomegalievirus
EDTA Ethylendiamintetraacetat mDC reife dendritische Zelle (mature dendritic cell)
ELISA enzyme linked immunosorbent assay MEM minimal essential medium
etal. et aliter MHC major histocompatibility complex
EtOH Ethanol Mio Million
Exol Exonuclease | miRNA micro RNA
F forward (Primer) mMRNA messenger RNA
FACS fluorescence activated cell sorter MOI multiplicity of infection
FCS Fotales Kalberserum (fetal calf serum) MS Massenspektrometrie
FRET fluorescence resonance energy transfer MT Mikrotiterplatte
FSC forward scattering myDC myeloide dendritische Zelle
G Guanin NaCl Natriumchlorid
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NaHCO; Natriumhydrogencarbonat S sense (Primer)

NBT Nitro blue tetrazolium SAP shrimp alkaline phosphatase

n.d. nicht ermittelt (not determined) SDS Natriumdodecylsulfat

NEAA Nicht-essentielle Aminosauren shRNA short hairpin RNA
(non-essential amino acids) Sl systéme international

NK Naturliche Killerzelle (natural killer cell) siRNA small interfering RNA

Nt Nukleotid SNP Einzelbasenpolymorphismus

N-terminal aminoterminal (single nucleotide polymorphism)

oD optische Dichte SP surfactant protein

ORF offener Leserahmen (open reading frame) Ss einzelstréngig (single stranded)

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese SSC side scattering

PAMP pathogen-associated molecular pattern T Thymin

PBMC peripheral blood mononuclear cell TAE Tris-Essigsaure-EDTA

PBS phosphate buffered saline Taq Thermus aquaticus

PCR Polymerasekettenreaktion TBS tris-buffered saline
(polymerase chain reaction) TCR T-Zell-Rezeptor (T-cell receptor)

pDC plasmazytoide dendritische Zelle TEMED Tetramethylethylendiamin

PMA Phorbol 12-myristat 13-acetat Toll/IL1-Rezeptor Domane

PMN polymorphonuclear neutrophil TR (Toll-Interleukin (IL)-1 resistance)

pp65 Phosphoprotein 65 TLR Toll-like Rezeptor

PRR pattern recognition receptor TOF time of flight

PTGS post transcriptional gene silencing TRS terminal repeat short

gRT-PCR quantitative real-time PCR TRL terminal repaeat long

R reverse (Primer) U Uracil

RIN RNA integrity number UL unique long

RISC RNA induced silencing complex UN Uber Nacht

RNA Ribonucleinsaure us unique small

RNAI RNA-Interferenz VP Virionprotein

RNase Ribonuclease

rpm Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)

RPMI Roswell Park Memorial Institute - Medium

rs reference SNP

RT Raumtemperatur

Tabelle 36: Abkurzungsliste.

7.2 Einheiten

T Grad Celsius
1} mikro-

A Ampeére
d Tag

g Gramm
h Stunde

| Liter

m milli-

M Molar
min | Minute

n nano-

S Sekunde
\'% Volt

Tabelle 37: Auflistung der fiir diese Arbeit wichtigen Einheiten.
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7.3 Genbezeichnungen

Abkiirzung Genbezeichnung / Alias
Card-9 Caspase recruitment domain family, member 9
CCL5 Chemokine ligand 5 (Rantes)
CCL20 Chemokine ligand 20 (MIP-3a)
CCR5 Chemokine receptor 5
CD14 Cluster of differentiation 14
CXCL10 Chemokine (C-X-C motif) ligand 10 (CXCL10)
CXCL11 Chemokine (C-X-C motif) ligand 10 (CXCL11)
DC-SIGN Dendritic cell specific intercellular adhesion moleculue (ICAM)-3 grabbing nonintegrin (CD209)
Dectin-1 Dendritic cell-associated C-type lectin 1 (CLEC7A)
EGFR Epidermal groth factor receptor
h-ALAS Human é-aminolevulinate synthase
IFN-a/3 Interferon-a/
IKK Inhibitor of nuclear factor-kB (IkB)-kinase
ICAM-3 Intercellular adhesion molecule 3
IL-6/8/10/12 Interleukin-6/8/10/12
IL-1R Interleukin-1 receptor
INHBA Inhibin beta A
IRAK IL-1R-associated kinase
IRF3 Interferon regulatory factor3
ITGB3 Integrin 83
kB Inhibitor of NFkB
Mal MyD88 adapter-like (TIRAP)
MBL Mannose-binding lectin
MD-2 Lymphocyte antigen 96 (LY-96)
MyD88 Myeloid differentiation primary-response gene 88
NEMO NFkB essential modulator (IKK-y)
NFkB Nuclear factor k B
PTX-3 Pentraxin-3
SDC2 Syndecan 2
SFTPA2 surfactant pulmonary-associated protein A2
SLC16A10 solute carrier family 16 member 10
TAB TAK1-binding protein
TAK Transforming-growth-factor-g-activated kinase
THBS1 Thrombospondin 1
TICAM-1 TIR domain-containing adapter molecule (TRIF)
TICAM-2 TIR domain-containing adapter molecule (TIRP/TRAM)
TIRAP TIR domain containing adapter protein (Mal)
TIRP TIR-containing protein (TICAM-2/TRAM)
Tl Toll
TLR 1-10 Toll-like receptor 1-10
TNF-a Tumor-necrosis-factor-a
TRAF6 Tumour necrosis factor receptor-associated factor 6
TRAM TRIF-related adapter molecule (TICAM-2/TIRP)
TRIF TIR domain-containing adapter inducing interferon (IFN)-8 (TICAM-1)

Tabelle 38: Abkiurzungen der verwendeten Gennamen.
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7.4 Sequenzen

Im Folgenden sind die DNA-Sequenzen der Transkriptionsvarianten NM_052813
(Card-9), NM_021155 (DC-SIGN), NM_197954 (Dectin-1), NM_002852 (PTX-3),
NM_003264 (TLR2), NM_003265 (TLR3), NM_003266 (TLR4) und NM_017442
(TLR9) in verkurzter Form dargestellt. In den Sequenzen sind die Bereiche markiert,

wo der forward und reverse Primer, die Fluorescin-markierte Sonde, die Red640-

markierte Sonde und die fir RNAIi-Experimente verwendeten hybridisieren.

7.4.1

241
301
361

7.4.2

CTGCGGCAGI GCAAGGTCCT
AAGGGCTACG TGCGCCTTCCT

CACCAGGAGC AGGCCAACAC
CGACGCCTCC GGTGCATGGA

CAA
GCCATTGAGC GGGACCAGGC
GGCCTGCAGG AGAAGGACGC
GAGCTGCAGC TGCAGGTGIT
AGGCGECAGC AGCTGGAGAC
AGGTCCCAGG AGCTCTCACT
TGCCTTGCCG GCGGEEGEGEEAG

Card-9 DNA-Sequenz (NM_052813)

GAACCCCGAT GATGAGGAGC AGGTGCTCAG
GIGGGTGIG CTCCTGGACA TCCTGCAGCG
CGAGAGCCTG GAGCTCTACT ACCCGCACGCT

CATCTTCTCC CTGCGCAAGG ACCTCCGCCA
GGAGAAGGAG ATGITCGAGC TGCAGTGCCT
GGACCGCATC GAGGCCATCC TGCTGCAGAT
CATAGCCACG CGGGAGGAGC TGCACGCACA
GCTGCGCAAG CAGGTGCGEG AGCTGGGCGA
CCAGTGTGAG GCGCAGCTAC TGGCCGTGGA
GCTCGICCTG AGCTCCGACC TGGAAGATGG
CCCCCAGGAC CTGGAGGACA CCCAGCTCTC
CCCGAAACAG CCCTTTGCAG CTCTGCACCA

CGACCCCAAC
GACCGECCAC
GTACAAGAAG

GGGECGAGGECC
GGCACTA

GGAGGAGGTC
GCACGCCCGG
GAAGGCGGAT
GGGCAGECTC
CTCACCCAGG
AGACAAAGCC
GGAGCAGGTT

TTGCGGAACC CCCATGACGC AGGCCTGAGC AGCGGGGAGC CGCCCGAGAA

DC-SIGN (CD209) DNA-Sequenz (NM_021155)

TGGGAATGGA CATTCTTCCA AGGAAACTGT TACTTCATGI CTAACTCCCA

CACGACTCCA TCACCGCCCTG
GAGGAGCAGA ACTTCCTACA

CAAAGAAGTG GGGGCCCAGC TCGTCGTAAT
GCTGCAGICT TCCAGAAGTA ACCGCTTCAC

CTTTCAGATC TAAATCAGGA AGGCACGIGG CAATGGGTGG ACGGCTCACC

AGCTTCAACGC AGTATTGGAA
GAATTTAGTG GCAATGG

CAGAGGAGAG CCCAACAACG TTGGGGAGGA
ACGA TTGCCAAATT

GGAGCGGECGEG

GCGGAACTGG
CAAAAGT GCT
CTGGATGGGA
TCTGITGCCC
AGACTGCCCG
CTGGATCTGC

AAAAAGTCCG CAGCCTCCTG CTCCAGGGAT GAAGAACAGT TTCTTTCTCC AGCCCCTGCC
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7.4.

NM_

3 Dectin-1 (CLEC-7A) DNA-

197954 Transkript Variante 1:

AGCATAGITT CATTTCCTGC TCTTGAATAT
AACTCCGGTA AGTACCTAGC CCACATGATT
AGTCATCTCA GGAGCAGAAA GAAAAGAGCT
AAGAACAATG GAATATCATC CTGATTTAGA
ACACTTCGAC TCTCAAAGCA ATAC

TGCATCTCCT CCTTGECGCC TCATTCGCTGT
GGTGATAGCT GTGGICCTGG GTACCATGGC
ATTTTGGATA
AACATTCTCT

AAATTGTGTA

GCCCTTTCTC GGCCCCAGAC
h
TGGATTCACG TGICAGICAT

AACTCCGGTA AGTACCTAGC CCACATGATT
AGTCATCTCA GGAGCAGAAA GAAAAGAGCT
AAGAACAATG GAATATCATC CTGATTTAGA
ACACTTCGAC TCTCAAAGCA ATACCAGGAT
TGCATCTCCT CCTTGECGCC TCATTGCTGT
GGTGATAGCT GIGGTCCTGG GTACCATGGEC
AATTAATGAA GAAAACAAGC GGAGCTGAAG
ATGAAATAAA TTCACTAAAT GGACATTAAA

Sequenz (NM_197954)

AATTTGITA

TGACTCAGAG ATTCTCTTTT GTCCACAGAC
CCCAAATGCT ATATCTATTC AGEGECCTCTC
AAATTTGGAT GAAGATGGAT ATACTCAATT
GAAAG GATCGIGIGC

AATTTTGCGA ATCCTATCCT TGGTAATACT
TATTTGGAGA TCCAATTCAG GAAGCAACAC

TGAGGTACCA TGGCTCTGGG AGGATGGATC
CCACAGCT ACCCAAGAAA ACCCATCTCC
TTATGACCAA CTGIGTAGTG TGCCCTCATA

TGACTCAGAG ATTCTCTTTT GTCCACAGAC
CCCAAATGCT ATATCTATTC AGEGECECTCTC
AAATTTGGAT GAAGATGGAT ATACTCAATT
AGCTGITGIT TCAGAGAAAG GATCGTGIGC
AATTTTGCGA ATCCTATCCT TGGTAATACT
TGGITTCAA

AAGAAAGTAC AATATGGTGC TGICTTCCTA
AAAAAAAAA

7.4.4 PTX-3 DNA-Sequenz (NM_002852)

ATCTCCTTGC GATTCTGITT TGIGCTCTCT GGICTGCAGT GITGGCCGAG AACTCGGATG
ATTATGATCT CATGTATGIG AATTTGGACA ACGAAATAGA CAATGGACTC CATCCCACTG
AGGACCCCAC GCCGTGCGAC TGCGGTCAGG AGCACTCGGA ATGGGACAAG CTCTTCATCA
TCCTGGAGAA CTCGCAGATG AGAGAGCCCA TGCTGCTGCA AGCCACGGAC GACGTCCTGC
GGGEGECGAGCT GCAGAGCCTG CGEGGAGGAGC TGGECCGCELCT CCCGGAAAGC CTGECGAGEC

TTCCTGAGGG AGGAATCCTG CAGATTGCECC AAGAAAAGAA TGECTGCTGT GIGGGTGGTG
GCTTTGATGA AACATTAGCC TTCTCTGGGA GACTCACAGG CTTCAATAT

CAA TGAAGAGATA AGAGAGACCG GAGGAGCAGA GICTTGICAC ATCCGGGEGCGA
ATATTGTTGG GIGGGGAGIC ACAGAGATCC AGCCACATGG AGGAGCTCAG TATGITTCAT
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7.45 TLR2 DNA-Sequenz (NM_003264)

GTGIGGGTCT TGGGGGTCAT CATCAGCCTC TCCAAGGAAG AATCCTCCAA
CIGICTTGIG ACCGCAATGG TATCTGCAAG GGCAGCTCAG

TCAGGGCTCA CAGAACGCTGT AAAAAGCCTT GACCTGTCCA
AGCAACAGTG ACCTACAGAG GIGTGTGAAC CTCCAGCCTC
ATTAACACAA TAGAGGAAGA TTCTTTTTCT TCCCT

TCCTATAATT ACTTATCTAA TTTATCGICT TCCTGGITCA
TTCTTAAACT TACTGGGAAA TCCTTACAAA ACCCTAGEGEG

GATCTTTAAA
ACAACAGGAT
TGGTGCTGAC

AGCCCCTTTC

1561 ATACACAGTG TAACAGGCTG CATTCCCAAG ACACTGGAAA
1621 AATCTCAATT TATTTTCTITT GAATTTGCC
1681 AAGITGATGA CTCTACCAGA TGCCTCCCTC TTACCCATGT

7.4.6 TLR3 DNA-Sequenz (NM_003265)

1
61
121
181
241
301
361
421
481

1921
1981
2041

CACTTTCGAG
CTAAAGAAAA
GTATCTACTT
AGTGCACTGT
ATGATCTACC
CAGCCGCCAA
TCTCAAAACT
A

AACTCCATCT

ATAATCAGGT
AGAAGGTTTT
TTGATTGCAC

AGTGCCGTCT
AAGGAAAGCEC
TTGEEEEEEC
TAGCCATGAA
CACAAACATA
CTTCACAAGG

ATTTGCCACA
TAGCAGTCAT
CTTTTGCCCT
GITGCTGACT
ACAGTGITGA
TATAGCCACGC

CACTTCCCTG

AAACATCTCT
TTTTAGATGT

AT
TACTAGTATT

ATGAAATGIC

TCAGGCTTCT
CTCCATTCCC
CACCTACATT
ATCCAATGCGA

GACTTA
TTCTTTAACA
TTTTTCTCAT

TAGCAACAAC

TTCCAGAAAT
GAAAATCAGT

TGGATTTGGA

CCAACAGAAT
TTGGGATGCT
GCAGCCACCT
ACCTTACCCA
TAACTAGCTT

GGAGCCAGAA
CATGICCAAC
GICTCTAAAG

CGGGCCAGCT
GTGITGAAAGT

TTGTGCCAGA
CTTTCTGATA
TCAATCCAGA

TCATTGAACC
TTCAGGAACC
ATTGCCTGGT

AACTTCCCAT
AAACCTTTGC
AAATTAAAAA

TTCAGAAGAA
TGACT
TTGTTAATTG

7.4.7 TLR4 DNA-Sequenz (NM_003266)

GCCTCECTGG
GGGAGCCCTG

GACTCTGATC
CGTGGAGACT

GCTTTCAGAC
GCCGITTTAT
ACAAAATCCC
TGAGGCATTT
CCAGGTGTGA
CCTTAATATT

AAGGAAACTT
AAGAATTCC
GITTGACAAA

AGGGCTGCTA
GAGTICTTCC
TTTCAACTCT

TCCGGAGCCT
CACGGAGGTG
CGACAACCTC
AGCCACGCTAT
AATCCAGACA

CCAGCCATGG
TGGCCCTAAA
CAGCCCTTCA
GITCCTAATA
CCCTTCTCAA
AGCTTCTTCA
ATTGAAGATG

CCTTCCTCTC
CCACACAGAA
CCCCGATTCC
TTACTTATCA
CCAAGAACCT
GITTCCCAGA
GGGECATATCA

GACAGGAAAC
GGAAAAGTTT
TGTTTCTTCA
ATCTCAAGGA
TACCTCATCA

CCCATCCAGA

GACAAATCTG
CcT
TTTTCCCTGG

GCTTCCAGTG
cT
AGITGAATAA

GITTAGCCCT

CTCTAGAGEG
ACCTCGATCGA
TGAGTGTGAC

CAGAGGGAAT
CAGTI CAAGGA
AGACAGAGAA

163

CATGAGACAG
GIGITGCATCC
GAAGTTGACT
TAATCAACTC
GGATGTAGGA
GITAAAAGTT
CTTCTGCACG
TAATCCCTTT

TCTCATAACA
GATTAACGAG

CTGCGTGAGA
GAGCTGCCAT
ATTGCTTCTT
ATCCATGGAG
GGACCTGAGC
ACTGCAGGTG
GAGCCTAAGC
GGGAGCCTTT

CCTGTGCAAT
TATTATTGAC
TATTGAAAGG

AAATCCTAGA
ACCCATGACA
AACAGAAAGA

ACTTTGCCTT
TCCACCACCA
CAGGTACCCG
AGAAGATTAC
TTTAACACCA
TTGAACCTCC
AATTTGACTG
GICAAGCAGA

TCCGTTGAGA
ATCCCT
ACCCATACCA

CCAGAAACCT
GAAACCCAGA
GCTAAATCCT
CTGAATTTCT
TTTAATCCCC
CTGGATTTAT
CACCTCTCTA
TCTGGACTAT

TTGACCATTG
TTATTTAATT
GTAAAAGACT

CTAAAATACA
AAGAAAGTCA
GACATTGITC
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7.4.8 TLR9 DNA-Sequenz (NM_017442)

CTGTGGGAAG
GCCAGACCCT
CCCCCTGTCT
GCCTCCCTTC
CCTGAAGTCT
CITGICCTCC
GCGGCATCTC

CCTCAGCCAT
GCCGCTTCCTA
GGTGECCCCG

CCTCCGAGTG
CTTCCAGGGEC
GTCCTTTGCC

GGACCTCGAG
CTGGAGAAGC
CTCCTGGTGC
CTACCCTGTG
GI'GCCCCACT
AACCGCATCC
AACCTCAAGT

ACCAACATCC
TTCATGGACG
GGTrGCecTee

CTGGACCTGA
CTAACACAGC
CACCTGICTC

TGIGAAGCAT
CCCTGCCCCC

CCTTCCCTGT
CAGCATGGEGT

AGCTGCTGIC
TTCTGCCGCA

AGGCCCATCAT
AGCTCCAGCC
TCTCCATGCC
ACCACCTCCA
GGAACTGCCC

TGATGCTAGA
TTGECCTGEG
GIGAGAACTT

TGCGCA
TGGCCCCTTC

GCTGGCCATG
CCACGECCTG
AGCACCCCGT
TGATTCTGAC
GCCGGTTGEC

CTCTGCCAGC

C
CAACCTCACC
CCTCTACAAA

CTTCGGEGAGC

164

ACCCTGECCC
GIGAACTGCA
GGCAATGICA

CAGTCTGCCC
GCGCCCTGCA
TGGGTACCTT
ACTGCECTGIT
CCAGCCTTTC

TTTGCCCACC
CTCAGCCCCA

CTCGCCGECC
CCCTGCAGGC
CACCTGICAC

TGCATCACTA
TTACC
CraGreacece

TGCACTTCCC

TGCATGCCCT
AGGCACTGGA
TCAAGTACAA

AAACCAAGCC
AAAAGAGGGT
TGAAGGAGCT
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9 Publikationen und Abstracts

Nagel AC, Maier D, KrauR S, Mezger M _, Preiss A (2004) Neurogenic phenotypes induced by RNA
interference with bHLH genes of the Enhancer of split complex of Drosophila melanogaster. Genesis
39: 105-114

Teilergebnisse aus dieser Arbeit wurden oder sollen in folgenden Beitradgen
veroffentlicht werden:

Loeffler J, Steffens M, Arlt EM, Toliat MR, Mezger M, Suk A, Wienker TF, Hebart H, Nurnberg P,
Boeckh M, Ljungman P, Trenschel R, Einsele H (2006)  Polymorphisms in the genes encoding
chemokine receptor 5, interleukin-10, and monocyte chemoattractant protein 1 contribute to
cytomegalovirus reactivation and disease after allogeneic stem cell transplantation. J Clin Microbiol.
44: 1847-1850

We analyzed 90 polymorphisms in 17 genes related to immune function for association with human
cytomegalovirus (HCMV) reactivation and disease in patients after allogeneic stem cell
transplantation. We found relevant markers (i) in CCR5 and IL-10 genes conferring a higher risk for
the development of HCMV disease and (ii) in the MCP1 gene associated with HCMV reactivation.
Testing of high-risk patients for the presence of these single-nucleotide polymorphisms might be
useful for individualizing antiviral prophylaxis.

Mezger M, Kneitz S, Loeffler J (2007) Gene expression profile of human dendritic cells after infection
with A. fumigatus. GEO (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/), GSE6965

DCs are localized under the mucosa of the lungs and the gastrointestinal tract, and therefore come
into close contact with Aspergillus fumigatus germ tubes during early steps of infection as soon as
fungi become invasive. For a more detailed insight into differentially regulated genes, whole genome
microarray analysis was performed.

On average, unstimulated DCs showed expression of about 13.500 genes (35% of all genes spotted
on the chip). After 6 h co-cultivation of DCs and live A. fumigatus germ tubes, 590 genes showed a
4fold altered gene expression, if normalizing data with VSN before. Therein, a wide range of immune
response genes, including genes encoding for cytokines (IL-1a, IL-16, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p40, TNF-
a), chemokines (CCL5, CCL20, CXCL10), immunorelevant receptors (TLR2, TLR4, PTX-3), as well as
costimulatory molecules (CD40, CD80, CD83, CD86) were differentially regulated.

Mezger M, Steffens M, Semmler C, Arlt EM, Zimmer M, Kristia nson GI, Wienker TF, Toliat MR,
Kessler T, Einsele H, Loeffler L (2008) Investigation of Promotor Variations in Dendritic cell-specific
ICAM3-grabbing non-integrin (DC-SIGN) (CD209) and their Relevance for Human Cytomegalovirus
Reactivation and Disease after Allogeneic Stem-Cell Transplantation. J Clin Microbiol Infect. 14: 228-
234

Promoter variations in Toll-like receptor genes (n = 7) and genes encoding pathogen recognition and
virus entry receptors (n = 7) were screened to detect any association with human cytomegalovirus
(HCMV) reactivation and disease in patients following allogeneic stem-cell transplantation. Two single
nucleotide polymorphisms (rs735240, G>A; rs2287886, C>T) in the promoter region of the dendritic
cell-specific ICAM3-grabbing non-integrin (DC-SIGN) showed a significant association with an in-
creased risk of development of HCMV reactivation and disease. Furthermore, these genetic markers
influenced the expression levels of DC-SIGN on immature dendritic cells, as well as the infection effi-
ciency of immature dendritic cells by HCMV, as determined by HCMV immediate-early antigen stain-
ing. Screening of patients following allogeneic stem-cell transplantation for the presence of these de-
fined genetic polymorphisms might help to predict the individual risk of HCMV reactivation and dis-
ease.
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Mezger M, Steffens M, Beyer M, Manger C, Eberle J, Toliat M R, Wienker TF, Ljungman P, Hebart
H, Dornbusch HJ, Einsele H, Loeffler J (2008) Polymorphisms in the Chemokine (C-X-C motif)
ligand 10 are Associated with Invasive Aspergillosis after Allogeneic Stem-Cell Transplantation and
Influence CXCL10 Expression in Monocyte-derived Dendritic Cells. Blood 111: 534-536

Patients after allogeneic stem-cell transplantation (alloSCT) have an increased risk for invasive asper-
gillosis (1A). Here, recipients of an allograft with IA (n=81) or without IA (n=58) were screened for 84
single nucleotide polymorphisms in 18 immune relevant genes. We found 3 markers in chemokine (C-
X-C motif) ligand 10 (CXCL10, 4921, 11,101 C>T, P=.007; 1642 C<G, P=.003; -1101 A<G, P=.001)
significantly associated with an increased risk of developing IA. Furthermore, immature dendritic cells
(iDCs) exposed to Aspergillus fumigatus germlings showed markedly higher CXCL10 expression, if
carrying the wild type genotype, compared with the "CGAG" high risk haplotype. In addition, serum
from patients with proven/probable IA showed increased serum levels of CXCL10, compared with im-
munocompromised patients without IA. Thus, polymorphisms in CXCL10 determine chemokine secre-
tion by iDCs upon exposure to A. fumigatus and most likely thereby genetically determine the risk of 1A
after alloSCT.

Mezger M, Kneitz S, Wozniok I, Kurzai O, Einsele H, Loeffle r J (2008) Proinflammatory Response
of Immature Human Dendritic Cells is Mediated by Dectin-1 after Exposure to Aspergillus fumigatus
Germ Tubes. J Infect Dis. [Epub ahead of print]

Background:

Invasive fungal infections caused by Aspergillus fumigatus represent a great challenge for immuno-
compromised patients. Pathogen detection is mediated by different receptors, including Toll-like recep-
tors (TLRs), C-type lectins and pentraxines (PTX). However, little is known about their relevance for
human immature dendritic cells (iDCs).

Methods:

Gene expression pattern of iDCs after exposure to A. fumigatus germ tubes was studied by whole ge-
nome microarray analysis and real-time PCR. Fungal receptors were targeted by means of small inter-
fering RNAs (siRNAs) used to knock-down expression of TLR2, TLR4, dendritic cell-specific ICAM3-
grabbing nonintegrin (DC-SIGN), Pentraxin-3 (PTX-3), Dectin-1 and caspase recruitment domain fam-
ily member 9 (Card-9).

Results:

Exposure to A. fumigatus induced expression of cytokines, chemokines, co-stimulatory molecules,
genes involved in prostaglandin synthesis, as well as genes related to fungal recognition and phago-
cytosis. Silencing of Dectin-1 resulted in reduced pro-inflammatory cytokine expression (TNF-a, IL-12),
which was also reduced by anti-Dectin-1 antibody treatment prior to exposure to A. fumigatus, zymo-
san or Candida albicans.

Conclusion:

Dectin-1 was identified as an important receptor for A. fumigatus and C. albicans on human iDCs and
was found to be involved in the induction of a pro-inflammatory cytokine response.

Mezger M, Wozniok I, Blockhaus C, Kurzai O, Hebart H, Einse le H, Loeffler J (2008) Impact of
Mycophenolic Acid on the Functionality of Human Polymorphonuclear Neutrophils and Dendritic Cells
during Interaction with Aspergillus fumigatus. J Antimicrob Agents Chemother. [Epub ahead of print]

The immunosuppressive agent mycophenolic acid (MPA) is clinically used to prevent graft rejection.
We observed that MPA enhanced Aspergillus fumigatus induced oxidative burst of polymorphonuclear
neutrophils and inhibited pro-inflammatory cytokine response and maturation of immature dendritic
cells. Thus, MPA treatment might influence the course of A. fumigatus infection.
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Baeuerlein C, Latgé JP, Topp M, Kurzai O, Kapp M, G rigoleit GU, Killian D, Mezger M__, Ebel F,
Einsele H, Loeffler J. Recombinant Aspergillus fumigatus Antigen Asp f1 Induces Pro-Inflammatory
Response and Maturation of Human Immature Dendritic Cells. Manuskript eingereicht bei Clin Vaccine
Immunol.

Invasive Aspergillosis is a significant cause of morbidity and mortality in patients after stem cells
transplantation, in solid organ transplant recipients and patients with haematological malignancies.
Interaction between human immature dendritic cells (iDCs) and antigens of Aspergillus fumigatus is
widely uncharacterized. We analyzed the inflammatory response of 4 recombinant A. fumigatus
antigens (Asp f1, f16, crfl, cat2) on iDCs. One of these antigens (Aspfl) led to an increased
expression of genes encoding pro-inflammatory cytokines and chemokines, to reduced expression of
IL-10, to augmented activation of NFkB and induced up-regulation of the DC surface molecules CD80,
CD83 and CD86. The identification of Aspfl as a potent DC stimulus might be valuable for the
development of DC immunotherapeutic approaches.

Spinnler K, Mezger M _, Beyer M, Wilhelm D, Einsele H, Loeffler J.  Role of Glycogen Synthase
Kinase 3 (GSK-3) Inhibition for Innate Immune Response of Human Dendritic Cells to Aspergillus
fumigatus. Manuskript in Vorbereitung

Human dendritic cells (DCs) link innate and adaptive immune system by secretion of a broad range of
pro- and anti- inflammatory cytokines after exposure to various stimuli and pathogens, including
Aspergillus fumigatus. Dysregulation of the TH1/TH2 cytokine balance and a switch to TH2 immune
response contribute to the development and unfavorable outcome of IA in animal models and clinical
settings. We demonstrated that inhibition of Glycogen synthase kinase 3 (GSK-3) in DCs stimulated
with A .fumigatus germlings led to markedly augmented production of IL-10 and reduced expression of
IL-12 and TNF-a. Thus, GSK-3 might be an important regulator of Thl — Th2 cytokine responses
during A. fumigatus infection.

Loeffler J, Haddad Z, Bonin M, Schumacher U, Kapp M, Gebhardt F, Mezger M , Grigoleit GU,
Stevanovi ¢ S, Einsele H, Hebart H. Interaction of human monocytes with Aspergillus fumigatus
resting and germinating conidia and hyphae. Manuskript in Vorbereitung

Monocytes play a major role in the cellular defense against Aspergillus fumigatus in immunocompro-
mised patients. To obtain a better understanding of mechanisms involved in this interaction, phagocy-
tosis and gene expression profiling of human monocytes after incubation with A. fumigatus resting and
germinating conidia and inactivated hyphae (for 3, 6 and 9 h) was analyzed. The majority of mono-
cytes phagocyted up to 3 conidia during the first 3 hours of incubation. Microarray analysis showed an
increased expression level of immune-relevant genes, dependent on the germination state of the fun-
gus and the incubation period. Among these genes, interleukin-8, Macrophage Inflammatory Protein 3-
alpha (CCL20) and the monocyte chemotactic protein-1 (CCL2) were found to be potential key regula-
tors involved in A. fumigatus-induced immune response. In addition, A. fumigatus was found to be an
inducer of urokinase type plasminogen activator (uPA), pentraxin-3 and Intercellular adhesion mole-
cule-1 (ICAM1), which might all possibly contribute to local hemorrhage and local lung tissue injury.
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Kongrel3poster

Mezger M, Einsele H, Loeffler J (2007) Toll-like Receptor 2 Signalling Modulates Oxidative Burst of
Human Neutrophils, but Not Cytokine Response of Dendritic Cells after Contact with Aspergillus
fumigatus. The European Group for Blood and Marrow Transplantation (33rd EBMT, 21%-25" March).

Background:

Toll-like receptors (TLRs) play a crucial role for detecting conserved pathogen-associated molecular
patterns comprising fungal structures. Activation of polymorphonuclear granulocytes (PMNs) as well
as mobilization of antigen presenting cells is important for successful clearance of fungal infections.
Here, the role of TLR2 and TLR4 for activation of PMNs and immature dendritic cells (iDCs) through
Aspergillus fumigatus was analyzed.

Methods:

Generation of iDCs was achieved by cultivating monocytes in the presence of GM-CSF and IL-4.
PMNs were obtained from fresh blood. In blocking studies, cells were preincubated with anti-TLR2 and
/ or anti-TLR4 antibody before stimulation with A. fumigatus germinating conidia. For RNA interference
(RNAI) experiments, iDCs were transfected with short-interfering RNA (siRNA) via electroporation and
gene expression was controlled by quantitative real-time PCR.

Results:

Oxidative Burst of PMNs was induced after contact with A. fumigatus or TLR2 ligand zymosan. Re-
lease of oxygen intermediates could be significantly reduced if PMNs were preincubated with anti-
TLR2 antibody.

In contrast to monocytes, cytokine secretion (IL-12 and TNF-a) of iDCs was not altered if anti-TLR an-
tibodies were used. To study the role of TLR2 and TLR4 in further detail, an RNAI system for iDCs
was established to downregulate gene expression. Determination of siRNA transfection rate revealed
an efficiency of about 85% and allowed significant downregulation of TLR2 and TLR4 (> 90%). In ac-
cordance to blocking studies, expression of IL-10, IL-12 and TNF-a was not reduced after TLR2 or
TLR4 siRNA transfection and stimulation with A. fumigatus.

Conclusion:

TLR2 plays an important role in the induction of the oxidative burst of PMNs wheres cytokine release
of iDCs seems to be independent of TLR2 / TLR4 signalling. The established siRNA system allows de-
tection of receptors responsible for activation of iDCs.

Loeffler J, Mezger M , Blockhaus C, Einsele H (2007) Influence of Mycophenolate on Human
Granulocyte and Dendritic Cell Function in the Defense of Aspergillus fumigatus. Interscience
Conference on Antimicrobial Agents and Chemotherapy (47th ICAAC, 17"-20" September).

Background:

There is increasing data that certain immunosuppressive agents not only modulate lymphocyte func-
tion, but also interfere with other immune effector cells. Here, we investigated the influence of myco-
phenolate on the immune defence of human dendritic cells (DCs) and polymorphonuclear neutrophils
(PMNs), directed against the pathogenic mould A. fumigatus. This mould can cause invasive aspergil-
losis in immunocompromised patients.

Methods:

Human monocytes were isolated by magnetic-associated cell sorting followed by differentiation into
DCs with GM-CSF and IL-4. Cells were either co-cultivated with mycophenolate (10 pg/ml), with A.
fumigatus germ tubes (MOI=1) or both stimuli. Whole-genome microarray analysis (Affymetrix U133A)
or quantitative real-time PCR assays (LightCycler, Roche) were performed to quantify differentially
regulated genes. PMNs were obtained from blood using Biocoll separation. Release of reactive oxy-
gen species (ROS) was detected photometrically by using dichlorofluorescein.

Results:

Incubation of fully differentiated DCs in the presence or absence of mycophenolate did not affect the
genome expression pattern and allowed normal immune response to A. fumigatus. However, if cells
were treated during early differentiation processes, DC development was influenced by mycophe-
nolate resulting in increased apoptosis. We also observed subsequent reduced pro-inflammatory cyto-
kine activity (TNF-a, CXCL10) of DCs towards fungi.

Quantification of ROS release of PMNs after phagocytosis showed that A. fumigatus germ tubes rep-
resent a strong stimulus for the oxidative burst which was increased at least 2 fold by mycophenolate.
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Conclusion:

Mycophenolate might trigger an acute inflammatory syndrome by enhancing the A. fumigatus induced
oxidative burst of PMNSs. In addition to inhibitive effects of mycophenolate on lymphocyte proliferation,
adaptive immune responses might be reduced because of a reduced number of DCs.

Loeffler J, Wozniok I, Mezger M, Kurzai O, Einsele H (2008). Immune Response Mechanisms of
Human Polymorphonuclear Neutrophils against Aspergillus fumigatus. The European Group for Blood
and Marrow Transplantation (34™ EBMT, 30" March — 2" April).

Background:

Invasive fungal infections of immunocomprised patients with the opportunistic mycopathogen Aspergil-
lus fumigatus show an increasing incidence for the last decade due to the growing number of stem cell
transplantations. Many efforts have been undertaken to reveal immune mechanisms that control
clearance of A. fumigatus from blood. Polymorphonuclear neutrophils (PMNs), as a part of the innate
immunity, recognize fungal pathogens at an early step after infiltration. Besides phagocytotic mecha-
nisms, PMNs attack pathogens by the release of reactive oxygen species (ROS).

Methods:

In the current study, human PMNs were isolated from fresh blood of healthy donors by the use of Bio-
coll separating solution and oxidative burst was determined in a kinetic measurement by the use of di-
chlorfluorescein. We could demonstrate that A. fumigatus germlings of the clinical relevant strain
ATCC 9197 represented a strong stimulus for the release of ROS. At the same time, PMNs actively
tracked germlings and directly attached to fungi as demonstrated by real-time microscopy.

Results:

Co-cultivation of PMNs with A. fumigatus germ tubes resulted in a strong upregulation of genes
(h&moxygenase, heat shock 70kDa protein HSPAS, thioredoxin, HSPA1B, HSP90AB1, Ferritin), in-
volved in self-protection against radicals, as identified by whole genome expression analyses (Affy-
metrix U133 Plus 2.0 Array). In total, unstimulated PMNs showed expression of approximately 7.500
genes (20% of all genes spotted on the chip). After 6h co-cultivation of PMNs and A. fumigatus germ
tubes, 195 (1.273) genes showed an at least 4fold (2fold) altered gene expression. Therein, 4 genes
encoding for modulating factors of inflammatory responses (IL-8, CCL3, CXCL2, ILLRN) were signifi-
cantly upregulated. Luminex analysis was performed for TNF-a, IL-12, GM-CSF, IFN-y, IL-6, IL-8, IL-
10 and IL-1pB to identify secreted cytokines, thereby confirming array data and revealing IL-8 to be
strongly released (5fold) by PMNs after fungal co-culturing.

Conclusion:

In conclusion, A. fumigatus had a substantial effect on the activity of human PMNs when coming in
close contact. In consequence, various defence strategies were activated, including phagocytoses,
ROS release and mobilization of other immune effector cells by secretion of chemoattractant cyto-
kines. A better understanding of innate immune defense mechanisms may provide new directions for
antifungal therapies.
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